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I. Einleitung 
Die IgA-Nephropathie (IgAN) ist die häufigste Glomerulonephritisform der 
westlichen Welt [D´Amico, 1987; Levy et al., 1988] und stellt eine der 
bedeutendsten Ursachen für die Entwicklung einer terminalen 
Niereninsuffizienz dar. Die Diagnose einer IgAN kann zur Zeit ausschließlich 
pathologisch durch den charakteristischen Nachweis mesangialer IgA-
Ablagerungen, lokaler Komplementaktivierung und einer mesangialen 
Hyperzellularität gestellt werden. Die Pathogenese der IgAN ist bisher nur 
unvollständig verstanden [Floege et al., 2000]. Verantwortlich für die 
pathologische Ablagerung von IgA im Mesangium der Patienten mit IgAN 
scheint allerdings eine abnorme Glykosylierung der sogenannten Gelenkregion 
(hinge region) des IgA1-Moleküls zu sein [Hiki et al., 2001]. 
Eine zentrale Rolle in der O-Glykosylierung des IgA1-Moleküls spielt das 
Enzym core 1 ß3-Galaktosyltransferase (core 1 ß3-Gal-T, C1GALT1) [Ju et al., 
2002a]. In IgAN-Patienten wurde eine verminderte Aktivität des Enzyms 
gemessen [Allen et al., 1997]. Für die Aktivität dieses Glykosylierungsenzyms 
ist das Chaperon cosmc (C1GALT1-specific molecular chaperone, 
C1GALT1C1), ein spezifischer Faltungshelfer, notwendig [Ju et al., 2002b]. Bei 
in vitro Untersuchungen wurde ein Zusammenhang zwischen einer Mutation im 
entsprechenden cosmc-Gen und einem sekundären Funktionsverlust des 
Enzyms C1GALT1 sowie einer damit assoziierten Untergalaktosylierung von 
Glykoproteinen identifiziert. In nachfolgenden Analysen konnte durch das in 
vitro Einführen eines vollständigen cosmc-Gens die Enzymfunktion mit einer 
intakten Galaktosylierung wiederhergestellt werden [Ju et al., 2002b]. 
 
Ein weiterer aktueller Befund der Arbeitsgruppe von Qin et al. betont ebenfalls 
die möglicherweise zentrale Bedeutung von Veränderungen des Chaperons 
cosmc in der Pathogenese der IgAN [Qin et al., 2005]. Die Arbeitsgruppe 
konnte an isolierten B-Zellen eine signifikant verminderte Expression von 
cosmc-mRNA in IgAN-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen und 
Patienten mit anderen glomerulären Erkrankungen nachweisen [Qin et al., 
2005]. Assoziiert war die reduzierte Expression in diesen Patienten mit einer 
signifikanten Unterglykosylierung von IgA1-Molekülen. 
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In einer kürzlich veröffentlichten Untersuchung wurde erstmalig in vivo im 
cosmc-Gen eine somatische Mutation im Mosaik bei Patienten mit einem 
sogenannten Tn-Syndrom, einer seltenen Autoimmunerkrankung, beschrieben 
[Ju et al., 2005]. Der Erkrankung liegt ursächlich eine Unterglykosylierung von 
Zellmembranglykoproteinen in Subpopulationen von hämatopoetischen Stamm-
zellen zu Grunde. 
Eine vergleichbare Mutation von cosmc in IgAN-Patienten könnte die 
verminderte Aktivität der C1GALT1 und die damit assoziierte Unter-
glykosylierung von IgA1 erklären, ist allerdings bislang in Patienten mit IgAN 
nicht untersucht. 
Das für das Chaperon cosmc codierende Gen ist auf dem X-Chromosom 
(Xq23) lokalisiert. Diese Tatsache lässt sich mit der Beobachtung einer höheren 
IgAN-Prävalenz bei Männern im Vergleich zu Frauen gut vereinbaren. 
 
Das Ziel der vorliegenden Studie ist es, bei Patienten mit nicht-familiärer IgAN 
(n=33) und Patienten mit familiärer IgAN (n=6) das cosmc-Gen molekular-
genetisch auf Mutationen zu untersuchen. 
Die Identifikation einer solchen Mutation trüge zum Verständnis der 
Pathogenese der IgAN bei. Dies könnte die Diagnostik abseits der 
Nierenbiopsie ermöglichen sowie genetische Beratungen für die Patienten und 
eine eventuelle Prognoseabschätzung zulassen. 
Ein besseres Verständnis über die Pathogenese der Erkrankung könnte zudem 
die Entwicklung einer bisher nicht existierenden, spezifischen Therapie 
ermöglichen. 
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II. Theoretische Grundlagen 
1. IgA-Nephropathie (IgAN) 
Bei der IgAN handelt es sich um eine mesangioproliferative Glomerulonephritis 
(GN), die charakteristischerweise durch mesangiale IgA1-Ablagerung bestimmt 
ist [zur Übersicht: Barratt et al., 2005; Barratt et al., 2007]. Weltweit betrachtet 
zeigt diese Form der Glomerulonephritis die höchste Prävalenzrate (15 bis 40% 
aller primären idiopathischen GN). Typischerweise beginnt die IgAN im 2. bis 4. 
Lebensjahrzehnt und führt bei einem Anteil von 25 bis 30% der Patienten nach 
20- bis 25-jähriger Erkrankungsdauer zu einer terminalen Niereninsuffizienz 
[Barratt et al., 2005]. Die Erkrankung tritt in Europa häufiger bei Männern als bei 
Frauen mit einem Verhältnis von 6:1 bei familiärer IgAN beziehungsweise 2:1 
bei nicht-familiärer IgAN auf [Schena et al., 2002]. 
Die Glomerulonephritiden, zu denen die IgAN gezählt wird, bilden neben dem 
Diabetes mellitus (hauptsächlich D.m. Typ II) und der arteriellen Hypertonie in 
Deutschland die häufigste Notwendigkeit für eine Dialysetherapie [Frei et al., 
2005/2006]. 
Bedingt durch ihre Häufigkeit, ihren sehr variablen Verlauf sowie das frühe 
Erkrankungsalter der meisten Patienten hat die IgAN eine hohe klinische 
Bedeutung [Thaiss et al., 2000]. Obwohl die Erkrankung erstmalig 1968 
beschrieben wurde [Berger et al., 1968], ist die Pathogenese der IgAN bislang 
nur unvollständig bekannt. Unterschieden wird die primäre IgAN von 
sekundären Formen einer IgAN, die unter anderem mit chronisch entzündlichen 
oder malignen Erkrankungen assoziiert sind [Floege et al., 2000, Donadio et al., 
2002]. Für die Immunphänomene dieser Erkrankung wird eine abnorme 
Glykosylierung des Immunglobulins A1 angenommen, die durch eine 
verminderte Aktivität der C1GALT1 verursacht sein könnte. 
1.1 Klinik 
Die primäre IgAN ist bei der Mehrzahl der Patienten eine Erkrankung mit 
ausschließlich renalen Symptomen [Floege et al., 2000], die sich in ihrem 
klinischen Erscheinungsbild sehr variabel ausprägen kann [Rivera et al., 2004; 
Haas, 1997]. Die Erkrankungsverläufe reichen von asymptomatischen, 
benignen Mikrohämaturien (teilweise mit begleitender Proteinurie) über 
II. Theoretische Grundlagen     4 
rezidivierende Makrohämaturien bis hin zu Verläufen mit rapid progressivem 
Nierenfunktionsverlust [Thaiss et al., 2000]. Bei ca. 25 bis 30% der Patienten 
kann es innerhalb von 25 Jahren nach Diagnosestellung zu einer 
dialysepflichtigen Niereninsuffizienz kommen [Barratt et al., 2005]. Ein 
nephrotisches Syndrom oder eine akute Niereninsuffizienz treten jedoch nur bei 
einem geringen Anteil der Patienten auf (s. Tabelle 1). 
Abzugrenzen von den primären Glomerulonephritiden sind solche, die sekundär 
renale Symptome im Zusammenhang mit anderen Systemerkrankungen zeigen 
[Floege et al., 2000; Donadio et al., 2002]. 
 
Tabelle 1: Häufigkeit der Leitsymptome der IgA-Nephropathie [Floege et al., 2000] 
Symptom Häufigkeit 
rezidivierende Makrohämaturie 40 - 50% 
asymptomatische Mikrohämaturie + Proteinurie 30 - 40% 
nephrotisches Syndrom 5% 
akute Niereninsuffizienz 5% 
chronische Niereninsuffizienz 20 - 30% 
 
1.2 Pathologie 
IgAN-Patienten zeigen eine Reihe von heterogenen und unspezifischen 
klinischen Symptomen (s. II.1.1). Neben diesen unspezifischen Symptomen 
treten weitere für diese Erkrankung charakteristische Immunphänomene auf, 
die im Nierenbiopsiematerial nachgewiesen werden können. Dazu gehören vor 
allem diffuse mesangiale IgA1-Ablagerungen, die eine Aktivierung der 
Mesangiumzellen (MC) induzieren [Chen et al., 1994]. Diese Aktivierung bewirkt 
über die Sekretion von Chemokinen eine Infiltration von Entzündungszellen. Die 
sich anschließende Entzündungsreaktion kann zu einer glomerulären 
Proliferation, zur Ausbildung einer fokalen oder globalen Glomerulosklerose und 
sekundär zu einer interstitiellen Fibrose sowie zu einer tubulären Atrophie 
führen [Oortwijn et al., 2006b]. 
1.2.1 Humanes IgA-System 
Das humane IgA-System kann in zwei nahezu unabhängige Kompartimente, 
zwischen denen so gut wie kein Austausch stattfindet, unterteilt werden 
[Mestecky et al., 1986; Buck et al., 2008]: Der Hauptanteil des IgAs kommt in 
externen Sekreten (Speichel, Muttermilch, Urogenitalschleim etc.) und auf den 
entsprechenden Schleimhäuten vor. Ein geringer Anteil, der als zirkulatorischer 
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Anteil bezeichnet wird, ist im Blut lokalisiert. Diese beiden Kompartimente 
unterscheiden sich in vielen Eigenschaften voneinander, der Aufbau der 
Grundeinheit des IgAs ist jedoch ähnlich. 
Das Immunglobulin A besteht in seiner Grundeinheit aus zwei identischen, 
schweren Proteinketten (heavy chains, H-Ketten) und zwei weiteren 
identischen, leichten Proteinketten (light chains, L-Ketten), die miteinander über 
Disulfidbrücken zu einer Y-förmigen Struktur verbunden sind [Kerr, 1990]. Beim 
IgA wird die schwere Kette, die gleichzeitig die Zuordnung zu der jeweiligen 
Antikörperklasse bestimmt, als α-Kette bezeichnet, bei den leichten Ketten 
können sowohl λ- als auch κ-Ketten vorkommen. 
An dem aminoterminalen Ende der miteinander verbundenen Ketten befindet 
sich die Antigen-bindende Stelle, auch Fab genannt (s. Abbildung 1). Es 
handelt sich hierbei um eine durch somatische Rekombination ausgebildete 
hochvariable Domäne (V-Domäne). Die drei weiteren Domänen (CH1, CH2 und 
CH3) sind konstante Bereiche, deren Funktion die Komplement- und 
Makrophagen-Aktivierung ist. 
IgA liegt physiologischerweise in zwei Isoformen (IgA1 und IgA2) vor. Diese 
beiden Isoformen unterscheiden sich voneinander in 22 Aminosäuren, vor allem 
auf Grund einer Deletion von 13 Aminosäuren in der Gelenkregion von IgA2 
[Kerr, 1990]. Die zwischen CH1 und CH2 gelegene Gelenkregion des IgA1 wird 
gebildet durch eine repetitive Abfolge von Serin, Threonin und Prolin, wobei 
Serin und Threonin o-glykosidisch verknüpfte Kohlenhydratketten tragen 
(s. II.1.2.2). 
IgA kann in monomerer, dimerer oder polymerer Form vorliegen. 
Sekretorisches IgA (sIgA) ist an den Fc-Enden über eine J-Kette zu dimeren 
oder polymeren IgA-Komplexen (dIgA beziehungsweise pIgA) verbunden. 
Hauptsächlich wird diese Form von Mukosa-assoziierten B-Lymphozyten in den 
Tonsillen, Peyer’schen Plaques und lokalen Lymphknoten synthetisiert und 
besteht aus IgA1 und IgA2. Es dient vor allem der immunologischen Abwehr 
von inhalativen oder oralen Antigenen. Besonders hohe Konzentrationen von 
sIgA sind im Respirations- und Gastrointestinaltrakt nachweisbar. Für den 
transzellulären Transport durch die Epithelzelle und die darauf folgende 
Sekretion muss das IgA-Molekül mit einer sekretorischen Komponente 
(SC-Kette) versehen sein. Diese bildet sich aus dem polymeren-Immunglobulin-
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Rezeptor, der auf der basolateralen Seite der Epithelzellen lokalisiert ist, und 
dem Immunglobulin. Der Komplex wird in die Zelle aufgenommen und 
intrazellulär modifiziert.  
Im Serum-Kompartiment befindet sich dahingegen überwiegend monomeres 
IgA1 (ca. 90%). Die physiologische Konzentration von IgA in diesem 
Kompartiment ist sehr gering (1/5 der Konzentration von IgG [Kerr, 1990]). Die 
Synthese des Serum-IgAs findet in den Plasmazellen des Knochenmarks statt 
[van der Boog et al., 2005]. 
1.2.2 O-Glykosylierung von IgA1 
Bei der O-Glykosylierung von IgA1 handelt es sich um eine Glykosylierung vom 
„Mucin-Typ“. Darunter versteht man die durch die N-Acetylgalaktosaminyl-
transferase katalysierte Addition eines N-Acetylgalaktosamins (GalNAc) an die 
Hydroxylgruppe eines Serin- oder Threoninrestes über sein anomeres 
Kohlenstoffatom in α-Bindung [van den Steen et al., 1998]. Die sich an-
schließende Glykankette wird über eine kovalente ß1,3-Bindung an das GalNAc 
angehängt (s. Abbildung 1). Es handelt sich dabei um die sogenannte core 1-
Struktur, die durch das Enzym C1GALT1 katalysiert wird. Terminiert wird die 
Seitenkette üblicherweise durch einen Sialinsäurerest (NeuNAc) über eine α2,3- 
oder α2,6-Bindung [Smith et al., 2006a]. 
Die O-Glykosylierung bewirkt, bedingt durch die negative Ladung der Glykane, 
die Ausbildung einer hydrophilen, viskösen Schicht als Schutzbarriere über den 
Epithelzellen. Weitere Funktionen der O-Glykosylierung sind u.a. im Bereich der 
zellulären Interaktion, der Immigration von Leukozyten in entzündliches 
Gewebe [Ju et al., 2002b], der Ausbildung von spezifischen Protein-
konformationen und Zellmembranbestandteilen sowie der Veränderung von 
Bindungsaffinitäten zwischen Molekülen und ihren Rezeptoren zu vermerken. 
IgA1 ist die einzige IgA-Isoform, die neben einer N-Glykosylierung auch drei bis 
fünf Seitenketten mit O-Glykosylierung in der Gelenkregion besitzt. Im 
Gesunden können verschiedene Variationen dieser glykosylierten Seitenketten 
auftreten (Galaktose-N-Acetylgalaktosamin-Disaccharide und die ent-
sprechenden mono- und diacetylierten Formen) [Julian et al., 2004]. Die 
Variationen der O-Glykosylierung können abhängig vom Antigen in der 
jeweiligen Immunreaktion unterschiedlich ausfallen, beziehungsweise das 
gesamte Spektrum zeigen [Smith et al., 2006a]. 
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Abbildung 1: Struktur des IgA1 und Biosynthese der O-Glykosylierung der Gelenkregion, 
[angelehnt an: Kerr, 1990; van der Boog et al., 2004] 
Erläuterungen zu Abbildung 1: 
a) Strukturmodell des monomeren IgA1: Aufbau aus identischen, schweren Ketten (H-Ketten) 
und leichten Ketten (L-Ketten) sowie variabeln (V-) und konstanten (CH1 - CH3) Domänen 
bestehen. Fab: fragment antigen binding; Fc: fragment constant. 
b) O-Glykosylierung der Gelenkregion: Die Gelenkregion ist ein serin-/threoninreicher Abschnitt 
in repetitiver Abfolge mit Prolin (Pro) zwischen CH1 und CH2 mit 3 bis 5 O-Glykanketten. N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc) wird mittels N-Acetylgalactosaminyltransferase (GalNAc-T) in α-
Stellung mit Serin (Ser) und Threonin (Thr) verbunden. C1GALT1 (ß1,3-Gal-T) katalysiert die 
folgende Anknüpfung eines Galaktose-Restes. Sie benötigt für ihre katalytische Funktion die 
Unterstützung eines spezifischen Chaperons (cosmc). Verschiedene Sialyltransferasen (Sia-T) 
terminieren die Glykankette mit Sialinsäure (NeuNAc, N-Acetylneuraminsäure) in α2,6- oder 
α2,3-Stellung. 
c) Ausbildung von dimeren oder polymeren IgA-Makromolekülen (dIgA, pIgA). Sekretorisches, 
dimeres IgA (sIgA) wird durch die J-Kette an den Fc-Enden miteinander verbunden (nicht 
dargestellt). Die Sekretorische Komponente (SC-Kette) dient dem transepithelialen Transport. 
 
   
dimeres IgA (dIgA) polymeres IgA (pIgA) 
a) 
c) 
b) 
  SC-Kette 
II. Theoretische Grundlagen     8 
1.2.3   Mesangiale IgA1-Ablagerungen durch abnorme Glykosylierung der 
Gelenkregion 
Das für die IgAN charakteristische mesangial abgelagerte IgA1 entstammt nach 
aktuellen Auffassungen dem Serum-Kompartiment, wenngleich es sich durch 
seinen polymeren Aufbau (pIgA), seine elektrische Ladung und dem erhöhten 
Anteil an λ-leichten Ketten von dem üblichen Serum-IgA unterscheidet [Floege 
et al., 2000]. Untersuchungen der IgA1-Ablagerungen bei IgAN-Patienten 
ergaben mittels unterschiedlicher Nachweisverfahren ein abnormes Glyko-
sylierungsmuster der Gelenkregion des abgelagerten IgAs. Gleichzeitig lässt 
sich auch im Serum der IgAN-Patienten unterglykosyliertes IgA1 nachweisen 
[Moldoveanu et al., 2007; Allen et al., 2001; Hiki et al., 2001; Amore et al., 
2001]. Die Abnormalität beruht auf einer signifikanten Reduktion der O-
Glykosylierung des IgA1, so dass die Seitenketten ein terminales GalNAc 
aufweisen, welches auch als Tn-Antigen bezeichnet wird [Ju et al., 2002b]. 
Die Ursache der pathologischen IgA1-Glykosylierung bei IgAN-Patienten ist 
noch ungeklärt. Erste Arbeiten konnten in IgAN-Patienten im Vergleich zu 
Kontrollen eine verminderte Aktivität des Glykosylierungsenzyms C1GALT1 
nachweisen, die mit einer Minderexpression von cosmc assoziiert war [Qin et 
al., 2005; Qin et al., 2008; Suzuki et al., 2008]. Eine vorangegangene Arbeit von 
Ju et al. hatte bereits dokumentiert, dass die C1GALT1 für die Ausbildung ihrer 
Funktionalität der Koexistenz des spezifischen Chaperons bedarf. Bei einem 
Fehlen von cosmc wird das Enzym vorzeitig via Proteasome abgebaut [Ju et 
al., 2002b]. Die verminderte Expression von cosmc zeigte in den Analysen eine 
negative Korrelation zum Ausmaß der veränderten O-Glykosylierung von IgA1 
[Qin et al., 2005]. Ferner korrelierte die Expression von cosmc negativ zu der 
Schwere der Proteinurie der Patienten [Qin et al., 2005]. Die ermittelten 
Ergebnisse lassen daher die Schlussfolgerung zu, dass eine veränderte 
Funktion des Chaperons cosmc möglicherweise eine wichtige Bedeutung für 
die pathologische IgA1-Glykosylierung bei Patienten mit einer IgAN hat. 
Zu den Ablagerungen von unterglykosyliertem IgA1 (häufig als polymere IgA1-
Komplexe) im Mesangium können verschiedene Mechanismen beitragen. IgA1-
Moleküle ohne endständigen Sialinsäure- oder Galaktose-Rest (Gal) neigen zu 
einer vermehrten Selbstaggregation [Hiki et al., 1999] und einer stärkeren 
Bindung an extrazelluläre Matrixkomponenten, wie z.B. Fibronektin oder 
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Kollagen Typ IV [Barratt et al., 2005; Kokubo et al., 1998]. Zudem kann das 
untergalaktosylierte IgA1-Molekül als Auto-Antigen fungieren. Zirkulierendes 
IgG und IgA, die terminale GalNAc-Reste als spezifisches körperfremdes Epitop 
beziehungsweise Neoantigen erkennen, stellen eine weitere Ursache der 
pathologischen Immunkomplexformation bei IgAN-Patienten dar [Tomana et al., 
1999]. 
Die IgA1-Immunkomplexbildung beeinflusst ferner den Abbau von IgA1 über 
den hepatischen Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGP-R), da der spezifische 
Ligand (die desialisierte Gelenkregion beziehungsweise ein endständiges Gal) 
durch die Fab-Region von IgG gebunden ist, womit IgA-haltige Immunkomplexe 
schlechter in der Leber abgebaut werden können [Roccatello et al., 1993; 
Tomana et al., 1997]. Ein weiterer Rezeptor des IgAs ist der Fc-γ-Rezeptor 
(entspricht CD89) auf myeloischen Zellen [Novak et al., 2002]. Der CD89-
assoziierte Abbau von zirkulierendem IgA ist bei IgAN-Patienten durch eine 
Downregulierung des Rezeptors ebenfalls vermindert [Floege et al., 2000]. Die 
somit verminderte Clearance der IgA1-Immunkomplexe bei IgAN bewirkt 
insgesamt eine Akkumulation von IgA-Makromolekülen in der Zirkulation und 
eine möglicherweise damit verbundene Neigung zu mesangialen Ablagerungen. 
Daneben werden die mesangialen Ablagerungen durch die veränderte Ladung 
der Seitenketten als auch durch die Komplexgröße der IgA-Makromoleküle 
begünstigt [van der Boog et al., 2005]. 
Über den Ursprung des mesangial abgelagerten IgA1 wird zur Zeit kontrovers 
diskutiert. Der häufig gesehene zeitliche Zusammenhang zwischen einer 
Infektion der oberen Atemwege und der Episode einer Makrohämaturie legen 
die Vermutung nahe, dass die IgAN eng mit einer abnormen Antigen-Antwort 
des Mukosa-assoziierten IgAs verbunden sein könnte. Diese Vermutung würde 
zudem durch die Tatsache gestützt, dass pIgA im Gesunden fast ausschließlich 
Mukosa-assoziiert vorkommt [Barratt et al., 2005]. Gegen diese Vermutung 
spricht eine verminderte IgA1-Produktion in den B-Lymphozyten der 
Schleimhaut bei einer Mukosa-assoziierten Immunantwort und eine stattdessen 
vermehrte systemische IgA1-Produktion im Knochenmark [Smith et al., 2006a]. 
Eine denkbare Erklärung dafür wären in das Knochenmark verlagerte Mukosa-
assoziierte B-Zellen, die für die abnorme Glykosylierung verantwortlich wären; 
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eine sogenannte bone-mucosa axis [Barratt et al., 2005; Oortwijn et al., 2006a; 
Barratt et al., 2007; Buck et al., 2008]. 
Der pathologische Effekt der mesangialen IgA1-Ablagerungen besteht vor allem 
in der Aktivierung der MC über einen spezifischen Rezeptor für das Fc-Ende 
des IgAs [Barratt et al., 2000; Novak et al., 2002]. Dabei wird die mesangiale 
Reaktion auf diese Ablagerungen entscheidend durch das spezifische 
Molekulargewicht der IgA1-Immunkomplexe beeinflusst [Coppo et al., 2004]. 
Immunkomplexe mit einem geringen Molekulargewicht (< 800 kD) haben auf 
MC einen antiproliferativen und apoptotischen Effekt, Moleküle mit einem 
höheren Molekulargewicht (800 bis 900 kD) induzieren jedoch eine Proliferation 
der MC [Novak et al., 2005]. Es konnte im Rahmen dieser und weiterer 
Analysen nachgewiesen werden, dass Immunkomplexe (IgA1-IgG als auch 
IgA1-IgA1) und nicht immunologische Makromoleküle aus deglykosyliertem 
IgA1 die MC zur Sekretion von Chemokinen anregen, u.a. Interleukin-1 (IL-1), 
Interleukin-6 (IL-6), platelet activating factor (PAF) [Chen et al., 1994], 
transforming growth factor ß (TGF-ß), tumor necrosis factor α (TNF-α), 
monocyte chemoattractant protein-1, Interleukin-8 (IL-8) und migration inhibitory 
factor (MIF) [Oortwijn et al., 2006a]. Durch die Ausschüttung dieser 
Entzündungsmediatoren kommt es zu einer inflammatorischen Reaktion des 
umliegenden Gewebes, zu einer Infiltration von Entzündungszellen und zu einer 
vermehrten Bildung von extrazellulärer Matrix. Die Folge ist eine anfangs 
fokale, im fortgeschrittenen Stadium auch globale, fibrotische und sklerotische 
Umwandlung der Glomeruli. Einen zusätzlichen Entzündungsreiz bildet die 
durch IgA1-Makromoleküle induzierte lokale Komplementaktivierung. Während 
monomeres IgA1 ein sehr geringes Komplementaktivierungsvermögen besitzt, 
bewirken die veränderten Glykanketten und die dadurch gebildeten 
Immunkomplexe IgG-IgA1 beziehungsweise IgA1-IgA1 eine abnorm gesteigerte 
Aktivierung der Komplementkaskade über den alternativen und den Lektin-Weg 
der Komplementaktivierung [Roos et al., 2006; Nikolova et al., 1994]. 
Xu et al. beschrieben eine enge Assoziation zwischen der Schwere der 
Erkrankung und dem Grad der Glykosylierungsveränderungen [Xu et al., 2005a; 
Xu et al., 2005b]. Die veränderte Glykosylierung und die dadurch bedingten 
mesangialen IgA1-Ablagerungen haben vermutlich eine zentrale Bedeutung bei 
der Pathogenese der IgAN. 
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1.3 Genetik 
Obwohl die Pathogenese der IgAN bisher nur in Ansätzen nachvollzogen 
werden kann, wird ein zu Grunde liegender genetischer Pathomechanismus 
angenommen. Hinweise für diese Annahme geben die ethnische und 
geographische Verteilung der Prävalenz [Korbet et al., 1996; Donadio et al., 
2002] und eine beobachtete familiäre Häufung [Gharavi et al., 2008; Beerman 
et al., 2007; Bisceglia et al., 2006; Izzi et al., 2006]. 
In einer genomweiten Analyse mit 30 Multiplex-Familien konnten Gharavi et al. 
das IGAN1-Gen identifizieren, welches auf dem Chromosom 6q22-23 lokalisiert 
ist. Sie demonstrierten für die IgAN eine Kopplung an diese Genregion mit 
einem signifikanten LOD-Score von 5,6 (logarithm of the odds, der als 
statistisches Maß für eine signifikante Genkopplung verwendet wird, wenn 
LOD > 3) bei 60% der gekoppelten Familien und ließen die Annahme eines 
autosomal dominanten Erbganges mit inkompletter Penetranz zu [Gharavi et 
al., 2000]. Proteine, die durch die Genregion 6q22-23 codiert werden, sind 
bisher nicht identifiziert worden. 
Eine darauf folgende Untersuchung mit 22 Multiplex-Familien erbrachte den 
Hinweis auf zwei weitere Kandidatengenregionen (4q26-31 und 17q12-22), die 
in einem kausalen oder prädispositionierenden Zusammenhang zur IgAN 
stehen könnten [Bisceglia et al., 2006]. Diese Loci zeigen jeweils einen LOD-
Score von 1,8 beziehungsweise 2,6 und geben damit keinen Beweis für eine 
signifikante Kopplung, sondern lediglich für einen vermutlichen Zusammenhang 
zur IgAN. Hauptsächlich codieren diese Genregionen für Mediatoren der 
Immunantwort (Interleukin-2, Interleukin-21), für Enzyme, die bei der 
Ausbildung der renalen Fibrose beteiligt sein könnten (Ser/Thr-Protein-Kinase), 
sowie für Vanin-3, welches mit der Synthese von abnormen, deglykosylierten 
IgA1-Molekülen in Verbindung gebracht wird [Bisceglia et al., 2006]. 
Ebenso suggestiv ist eine identifizierte Genregion auf dem Chromosom 
3p24-23, die einen LOD-Score von 2,8 aufwies und als zusätzlicher Locus für 
die IgAN in verschiedenen Familien verantwortlich gesehen wurde [Beerman et 
al., 2007]. 
Ergebnisse einer weiteren, aktuell veröffentlichten genomweiten Kopplungs-
analyse bei einer Familie mit 14 betroffenen Angehörigen ergaben zudem einen 
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vermutlichen IgAN-Locus auf Chromosom 2q36 mit einem LOD-Score von 3,47 
[Paterson et al., 2007]. 
Neben den Kopplungsanalysen haben andere Arbeitsgruppen durch 
Assoziationsstudien einen pathogenetischen Zusammenhang zu dem 
Glykosylierungsenzym C1GALT1 und ihrem spezifischen Chaperon cosmc 
herstellen können. Qin et al. konnten bei einer verminderten Expression von 
cosmc-mRNA eine damit funktionell assoziierte Untergalaktosylierung von IgA1 
in vivo nachweisen [Qin et al., 2005]. 
Ju et al. identifizierten in zwei Patienten mit einem Tn-Syndrom, einer seltenen 
Autoimmunerkrankung verursacht durch eine Unterglykosylierung von 
Zellmembranglykoproteinen, im cosmc-Gen eine Mutation im Mosaik [Ju et al., 
2005]. Die Annahme einer möglichen analogen cosmc-Mutation bei der IgAN 
wäre, bedingt durch die X-chromosomale Lokalisation dieses Gens, mit einer 
höheren Prävalenz der Erkrankung bei Männern im Vergleich zu Frauen gut 
kompatibel. 
Li et al. konnten als erste Arbeitsgruppe kürzlich eine Assoziation zwischen 
dem Auftreten einer IgAN und genetischen Polymorphismen in Form von 5 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) des auf Chromosom 7p14-p13 
lokalisiertem C1GALT1-Gens aufzeigen, welche als SNP1 (-734C/T), 
SNP4 (-465A/G), SNP6 (-330G/T), SNP7 (-292C/-) und SNP8 (1365G/A) 
bezeichnet wurden [Li et al., 2007]. Unter ihnen war der Haplotypblock YATIG 
(Y=C oder T) in IgAN-Patienten signifikant seltener nachzuweisen, wohingegen 
die Haplotypblöcke YAGDA und YATDG im Patientenkollektiv signifikant 
häufiger auftraten [Li et al., 2007]. 
Neben diesen Loci wurden weitere Gene auf Grund ihrer Funktion als 
Kandidatengene postuliert, zu denen u.a. Selektingene (SELE und SELL) sowie 
Varianten in den Genen HLA-DRA, TNFA, IFNG gehören [zur Übersicht: 
Beerman et al., 2007]. 
Diese Ergebnisse könnten die aktuelle „rare variants-common disease“-
Hypothese bestärken, die davon ausgeht, dass mehrere seltene genetische 
Varianten an der Pathogenese einer häufigen Erkrankung beteiligt sind [Narita 
et al., 2007]. Bei der Untersuchung entdeckten Li et al. zudem einen SNP im 
cosmc-Gen (SNP T393A), der jedoch nicht signifikant mit der Erkrankung in 
Verbindung gebracht werden konnte [Li et al., 2007; ncbi: rs17261572]. In der 
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vorliegenden Arbeit wird dieser Polymorphismus auf Grund einer abweichenden 
Nomenklatur als c.568 T>A bezeichnet (s. IV.2). 
Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Gharavi et al. belegten – unabhängig von der 
Analyse von Kandidatengenen – dass ein erhöhter Spiegel von de-
glykosyliertem IgA1 nicht nur bei IgAN-Patienten, sondern auch unter ihren 
asymptomatischen Familienangehörigen nachzuweisen und somit als initialer, 
vererblicher Risikofaktor für die Entwicklung einer IgAN anzusehen sei [Gharavi 
et al., 2008]. Untersucht wurden sowohl Patienten mit familiärer als auch mit 
nicht-familiärer IgAN. 
Die unterschiedlichen genetischen Mechanismen, die bisher aufgezeigt wurden, 
und die Tatsache, dass nicht nur ein Gen für die Entstehung der IgAN 
verantwortlich gemacht werden konnte, lassen die Vermutung einer 
multifaktoriellen Pathogenese beziehungsweise eines polygenen Erbgangs 
zunehmend plausibel erscheinen [Gharavi et al., 2008; Narita et al., 2007]. 
1.4  Diagnostik 
Erklärbar durch den symptomarmen Verlauf wird der Verdacht auf eine IgAN 
häufig als Zufallsbefund im Rahmen einer Urinanalyse mit einer darin 
auffälligen Mikrohämaturie und einer eventuellen Proteinurie geäußert [Suzuki 
et al., 2003]. Um eine IgAN sicher zu diagnostizieren, ist eine Nierenbiopsie bis 
heute der Goldstandard. Der Nachweis mesangialer Hyperproliferation 
zusammen mit mesangialer IgA1-Ablagerung im Biopsat ist der 
charakteristische pathologische Befund einer IgAN [Floege et al., 2000]. Das 
Biopsat wird in einer sogenannten „Tripeldiagnostik“, neben der 
lichtmikroskopischen Untersuchung auch immun- und elektronenmikroskopisch 
analysiert [Donadio et al., 2002]. Bei einem Ausschluss einer zeitgleich 
bestehenden Leber- oder Systemerkrankung, ist eine Abgrenzung zu 
sekundären Formen mesangialer IgA-Ablagerungen (s. II.1.1) möglich [Schena 
et al., 2005]. 
Trotz erhöhter Serum-IgA-Spiegel und weiterer auffälliger Serumwerte, die bei 
rund 40% der Patienten beobachtet werden können, haben sich nicht oder 
wenig invasive Nachweismöglichkeiten (wie z.B. IgA i.S., Hautbiopsie, IgA-
rheumatoid Faktor, IgA-Immun- oder IgA-Fibronektin-Komplexe) durch ihre 
geringe Sensitivität oder Spezifität bisher nicht etablieren können [Eitner et al., 
1994; van der Boog et al., 2004; Gharavi et al. 2008]. 
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Kürzlich veröffentlichte Ergebnisse stellen jedoch einen möglichen nicht 
invasiven Test mittels Serum-HAA-IgA in Aussicht [Moldoveanu et al., 2007; 
Roos et al., 2007; Gharavi et al., 2008]. Die Ergebnisse wiesen zwar einen 
signifikanten Zusammenhang zwischen dem erhöhten Serum-HAA-IgA und 
dem Vorliegen einer IgAN auf, konnten jedoch den HAA-IgA-Spiegel nicht als 
Indikator für die Krankheitsaktivität etablieren, da keine Korrelation zu klinischen 
Parametern, wie Proteinurie, GFR (glomeruläre Filtrationsrate) und Kreatinin-
Clearance bestand. 
1.5 Therapie 
Für die IgAN ist bislang keine spezifische Therapie verfügbar. Da nicht bekannt 
ist, wie sich die mesangialen Ablagerungen und die dadurch verursachte 
Entzündungsreaktion kausal vermeiden lassen, wurde die Behandlung der IgAN 
denen von anderen Glomerulonephritiden angepasst. Die Therapie richtet sich 
nach den klinischen Symptomen, wobei Patienten mit einem geringen Risiko 
einer progressiven IgAN und einer bei Diagnosestellung normalen 
Nierenfunktion keiner spezifischen Therapie bedürfen. Sie sollten jedoch in 
regelmäßigen Abständen klinisch beobachtet werden, um eine Progression 
frühzeitig zu erkennen [Barratt et al., 2006].  
Bei Patienten mit Risikofaktoren für eine progressive IgAN (s. II.1.6) konnten 
zwei randomisierte, kontrollierte Studien ein Sistieren der Progression durch 
eine immunsuppressive Kortikosteroidtherapie aufzeigen [Floege et al., 2005]. 
Zudem wird die Immunsuppression durch Cyclophosphamid und Azathioprin 
ergänzt, wenn bereits eine verminderte Nierenfunktion vorliegt [Floege et al., 
2005]. Aktuelle Ergebnisse aus Langzeituntersuchungen bei sechs Patienten 
deuten darüber hinaus auf einen Vorteil einer intravenösen Immunglobulin-
Therapie (IVIG) hin [Rasche et al., 2006]. Eine weitere Möglichkeit könnte die 
periphere Blutstammzell-Transplantation in Kombination mit einer Immun-
suppression darstellen [Iwata et al., 2006]. 
Jüngste experimentelle Forschungsergebnisse zeigen zudem eine innovative 
Therapieoption durch bakterielle Proteasen, welche mesangiale IgA1-
Ablagerungen spezifisch spalten könnten [Lamm et al., 2008]. Für eine 
Beurteilung der klinischen Relevanz dieser Therapieoption gibt es jedoch 
bislang keine ausreichenden Erkenntnisse, da es an adäquaten Tiermodellen 
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sowie Erfahrungen bezüglich Enzymspezifität und unerwünschter Neben-
wirkungen beim Menschen mangelt [Eitner et al., 2008]. 
Eine Nierentransplantation bietet lediglich eine symptomatische Behandlung 
und keinen therapeutischen Ansatzpunkt, da es nach einem Zeitraum von fünf 
Jahren in bis zu 60% der Fälle zu einer histologischen Rekurrenz der IgAN und 
in bis zu 13% zu einem dadurch bedingten Funktionsverlust kommt [Floege, 
2004]. 
1.6 Prognose 
Die IgAN besitzt das Potential einer langsam progredienten Erkrankung. Nur 
10% der Betroffenen erreichen eine restitutio ad integrum ohne persistierende 
Urinauffälligkeiten [Barratt et al., 2005]. 25 bis 30% benötigen innerhalb eines 
Zeitraums von 20 bis 25 Jahren nach Diagnosestellung eine Nieren-
ersatztherapie. Ab dem Zeitpunkt der ersten Krankheitssymptome erleiden 
1,5% der Patienten pro Jahr eine dialysepflichtige Niereninsuffizienz [Barratt et 
al., 2005]. 
Zu den prognostisch ungünstigen Parametern und damit zu den Risikofaktoren 
für einen fortschreitenden Nierenfunktionsverlust gehören vor allem eine 
Proteinurie > 1,5 g/Tag, eine GFR < 70 bis 80 ml/min und eine arterielle 
Hypertonie. Diese Faktoren sind diejenigen mit dem stärksten Vorhersagewert 
[Radford et al., 1997; Bartosik et al., 2001]. Morphologische Zeichen für einen 
Risikoverlauf sind eine Infiltration von Entzündungszellen, eine 
Glomerulosklerose, eine Tubulusatrophie und eine bereits ausgeprägte 
Halbmondbildung (crescentic IgAN) [Radford et al., 1997]. Ferner war bei 
Patienten mit familiärer IgAN die Niereninsuffizienz-Rate signifikant höher als 
bei Patienten mit nicht-familiärer IgAN [Schena et al., 2002]. 
Auf Grund der Heterogenität der Erkrankung ist für die überwiegende Mehrheit 
der Patienten lediglich eine unsichere Aussage bezüglich der Prognose 
möglich. Dennoch ist der Versuch einer Einschätzung der zu erwartenden 
Progressivität wichtig, um im Bezug auf die Therapieoptionen eine Auswahl 
treffen zu können (s. II.1.5). 
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2. Zielsetzung 
Die spezifischen Immunphänomene der IgAN (u.a. mesangiale IgA1-
Ablagerungen, glomeruläre Proliferation) könnten ursächlich auf eine abnorme 
Glykosylierung des IgA1 zurückzuführen sein. Aktuelle Befunde ergeben, dass 
die identifizierte Unterglykosylierung von IgA1 vermutlich auf der reduzierten 
Aktivität der C1GALT1 basiert, vermittelt durch eine Unterexpression ihres 
spezifischen Faltungshelfers, dem Chaperon cosmc [s. Einleitung]. Analog zu 
aktuell publizierten Ergebnissen von zwei Patienten mit Tn-Syndrom, bei denen 
eine funktionell relevante cosmc-Mutation im Mosaik nachgewiesen werden 
konnte [Ju et al., 2005], lässt sich die Hypothese einer vergleichbaren cosmc-
Mutation in IgAN-Patienten entwickeln. 
 
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, bei europäischen, männlichen 
Patienten mit nicht-familiärer IgAN (n=33) und familiärer IgAN (n=6) das 
X-chromosomal gelegene Gen für das Chaperon cosmc molekulargenetisch auf 
Mutationen zu untersuchen. Die Analyse von männlichen Patienten umgeht das 
Problem, dass bei Frauen neben einer Mutation im Mosaik zusätzlich eine 
heterozygote Ausprägung einer Sequenzvariation auftreten kann, die die 
Auswertung erschweren könnte. 
Um darüber hinaus ein geringgradiges Mosaik mit einer höheren Sensitivität zu 
erfassen, wurde die DNA nach einem Amplifizierungsschritt in Plasmide 
einkloniert. Je Patient wurden 10 dieser Klone analysiert. 
Das methodische Vorgehen der molekulargenetischen Analysen ist in 
Abbildung 2 (s. III.3.1) dargestellt. 
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III. Material und Methoden 
1. Patientenkollektiv 
Im Rahmen dieser Forschungsarbeit bestand das untersuchte europäische 
Patientenkollektiv aus insgesamt 33 männlichen Patienten mit nicht-familiärer 
IgAN (NF1 bis 33; klinische Daten zu den Patienten: s. Tabelle 13), die in den 
Jahren 2000 bis 2005 in der Medizinischen Klinik II des Universitätsklinikums 
Aachen behandelt wurden, und sechs männlichen Patienten mit familiärer IgAN 
(F1 bis 6), die dieser Arbeit in Kollaboration mit Prof. F. P. Schena (Bari, Italien) 
zur Verfügung gestellt wurden. Die sechs Patienten mit familiärer IgAN 
entstammen sechs verschiedenen Familien. 
Eine Einverständniserklärung aller beteiligten Patienten sowie eine Zustimmung 
der lokalen Ethikkommissionen lagen zu Beginn der Arbeit vor. 
2. Arbeitsmaterialien 
2.1 Geräte und Arbeitsutensilien 
Autoklav   HiclaveTM HV-85, HMC, Engelsberg, D 
Flockeneisbereiter  AF 100, Scotsman Ice Systems, Mailand, I 
Elektrophoresegerät Gel Electrophoresis Apparatus GNA-200, Pharmacia 
Biotech, Cambridge, UK 
Elektrophoresezubehör Gelträger 20 x 20 cm, 22-Zahn-Kämme, Pharmacia 
Biotech, Cambridge, UK 
FACS-Sorter   BD FACSAria, Becton Dickinson, Heidelberg, D 
    Software: FACSDiva® v 4.1 
Geldokumentation  Imaging-System Gel Doc 2000 Bio-Rad, Hercules, 
USA; Software: Quantity One 4.1.1 
Heizblock    Dri-block DB 3D, Techne, USA 
Inkubatorschüttler  Thermoshake, Gerhardt, Königswinter, D 
Kühlschrank   Liebherr, Ochsenhausen, D 
Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe, D 
Magnetischer Sorter autoMACS®, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 
Magnetrührer  RCT basic, Ika, Staufen, D 
Mikrowelle   Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe, D 
Neubauerzählkammer Brand, Wertheim, D 
Photometer   Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, D 
Pipetten   P10, P20, P100, P1000, Gilson, USA 
Corning Costar, USA 
Präseparationsfilter  30 µl, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 
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pH-Meter   pH211, HANNA, Kehl am Rhein, D 
Schüttelgerät  Thermomixer 5437, Eppendorf, Hamburg, D 
Sequenzierer  ABI 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystem, USA 
    Gelmatrix: POP-7™-Polymer 
    ABI 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystem, USA 
    Gelmatrix: POP-6™-Polymer 
Sequenzier-Software  SequenceAnalysis® v 5.2, SeqScape® v 2.5 (ABI 
3130), SequenceAnalysis® v 3.3 (ABI 310) 
Spannungsgerät  Electrophoresis Power Supply PS 304, Gibco BRL, 
Eggenstein, D 
Sterile Werkbank  Heraeus, Kendro, Hanau, D 
-70°C Tiefkühltruhe  Heraeus, Kendro, Hanau, D 
Thermocycler  MJ Research PTC200, GMI Inc., USA 
Vortexer   MS1 minishaker, Ika, Staufen, D 
    Reax 2000, Heidolph, Schwabach, D 
Waage   Bp 61S, Sartorius, Göttingen, D 
Wärmeschrank  Functionline, Heraeus, Kendro, Hanau, D 
Wasserbad   Lauda E200, ecoline Re206, Lauda-Königshofen, D 
Zentrifugen   Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg, D 
    Biofuge freco, Heraeus, Kendro, Hanau, D 
    Multifuge 3, Heraeus, Kendro, Hanau, D 
2.2 Verbrauchsmaterialien 
Blutröhrchen   Citratmonovetten, Sarstedt, Nümbrecht, D 
Reaktionsgefäße  Eppendorf, Hamburg, D 
FACS-Röhrchen  BD Biosciences, Heidelberg, D 
Falcon   50 ml, Greiner Bio-one, Kremsmünster, A 
Parafilm   Alcan Packaging, USA 
Petrischalen   Sarstedt, Nümbrecht, D 
SafeLock-Reaktionsgefäße 0,5 ml, Eppendorf, Hamburg, D 
Sammelröhrchen 15 und 50 ml conical centrifuge tubes, BD 
Biosciences, Heidelberg, D 
Sequenzier-Gefäße  PCR softstrips 0,2 ml, Biozym, Oldendorf, D 
2.3 Chemikalien 
Nach Möglichkeit wurden Chemikalien mit der Qualitätsbezeichnung „p.a.“ 
verwendet. 
Agarose   peqGold Universal Agarose, Peq Lab, Erlangen, D 
Ampicillin   Carl Roth, Karlsruhe, D 
Aqua dest.   Merck, Darmstadt, D 
Ethanol (70%, 100%) KMF Optichem, Lohmar, D 
Ethidiumbromid (1%) Merck, Darmstadt, D 
Ficoll    Hydroxyethylzellulose-Lösung, Separationsmedium 
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Ficoll-Paque™ Plus, Amersham Bioscience, UK 
HiDi Formamid  Applied Biosystem, USA 
IPTG    Isopropylthiogalactopyranosid, Merck, Darmstadt, D 
Isopropanol   Merck, Darmstadt, D 
Natrium-Acetat  Merck, Darmstadt, D 
Natrium-Chlorid  Merck, Darmstadt, D 
Proteinkinase K  QIAamp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D 
Select Pepton  Carl Roth, Karlsruhe, D 
Select Agar   invitrogen, Karlsruhe, D 
Select Yeast Extract Hefeextrakt, Fluka Buchs, CH 
X-Gal    5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galactopyranosid, 
    Merck, Darmstadt, D 
2.4 Puffer und Lösungen 
ABP    Agarose-Blau-Puffer, Merck, Darmstadt, D 
BSA  Rinder-Serumalbumin (bovine serum albumin) 0,5%; 
Fluka, Buchs, CH 
EDTA    Ethylendiamintetraacetat, Merck, Darmstadt, D 
HBSS-Puffer  Hank´s buffered salt solution, Hank´s Salzlösung, 
invitrogen, Karlsruhe, D 
Hepes-Puffer  4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure, 
invitrogen, Karlsruhe, D 
HH-Puffer   Hepes-Puffer + HBSS-Puffer + 0,5% BSA 
LB-Medium   10 g/l Pepton 
5 g/l Hefeextrakt 
5 g/l NaCl 
mit NaOH/ HCl auf pH 7,5 einstellen und 
autoklavieren 
LBA-Medium   LB-Medium + Ampicillin 
MACS®-Puffer  0,1% BSA + 2 mM EDTA 
MACS®-running-Puffer PBS + 0,5% BSA + 2 mM EDTA 
PAA    PBS ohne Calcium und Magnesium 
PBS  Phosphatgepufferte Kochsalzlösung, 1x PBS pH 7,4 
Gibco BRL, Eggenstein, D 
S.O.C. Medium  invitrogen, Karlsruhe, D 
20 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
20 mM Glucose 
10x TBE-Puffer  invitrogen, Karlsruhe, D 
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54 g Tris-Base 
27,5 g Borsäure 
20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 
H2O ad 1000 ml [Mülhardt, 2003] 
TE-Puffer   10 mM Tris HCl pH 7,4 
1 mM EDTA pH 8,0 
2.5 Enzyme und Nukleinsäuren 
Längenstandard  100 bp DNA Ladder (1,0 µg/µl), invitrogen, Karlsruhe, D 
Taq-DNA-Polymerase AccuPrime™ Taq-Polymerase High Fidelity, 5 U/µl, 
invitrogen, Karlsruhe, D 
2.6 Antikörper 
anti-human CD20 FITC L27, BD Biosciences, Heidelberg, D 
CD20 microbeads  anti-human CD20 IgG1-MACS®-microbeads, 
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 
FcR-blocking Reagenz Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 
Isotyp-Kontrolle  mouse IgG1-FITC-Kontrolle, BD Biosciences, 
Heidelberg, D 
2.7 Kits 
Gelextraktion  QIAquick® Gelextraction Kit, Qiagen, Hilden, D 
Klonierung  TOPO TA Cloning® Kit pCR 2.1-TOPO®Vector, 
invitrogen, Karlsruhe, D 
DNA-Isolation  QIAamp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D 
Sequenzierzubehör  ABI Prism Big DyeTM Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing RR-100, Applied Biosystem, USA 
2.8 Generierung von Oligonukleotidprimer 
Die Basensequenz des cosmc-Gens wurde der GenBank des National Center 
for Biotechnology Information ncbi entnommen (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Dabei wurde die mRNA [gi58532583] gegen den DNA-Klon [gi7705211] in siliko 
hybridisiert, um die Intron- und Exonübergänge zu ermitteln. Darauf basierend 
wurden die für die weiteren Untersuchungen benötigten Primer ausgewählt. 
Primer sind 18 bis 30 bp lange Einzelstränge, die sich auf Grund ihrer 
komplementären Sequenz an die DNA anlagern [Mülhardt, 2003]. Bei der 
Auswahl der geeigneten Primer sollte der Guanin/Cytosin-Anteil zwischen 30 
und 70% liegen, um Fehlhybridisierungen zu vermeiden. Des Weiteren sollte für 
eine optimale Primerfunktion die Sekundärstruktur keine Selbsthybridisierung in 
Form von internen Ringstrukturen oder sogenannten hairpins zulassen. 
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Während der Polymerasekettenreaktion ermöglichen die Primer die Anlagerung 
und den Beginn der Synthesereaktion der Taq-Polymerase, mit deren Hilfe die 
Amplifizierung des jeweiligen Genabschnittes stattfindet. 
Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Gen cosmc umfasst einen 
codierenden Bereich von 957 bp, welcher von den Primern cosmc F und 
cosmc R (s. Tabelle 2) flankiert wird. In dem sich anschließenden 
Sequenzierungs-Verfahren nach Sanger [Sanger et al., 1977] (s. III.3.10) wurde 
das vollständige Gen in weitere Abschnitte unterteilt, da die Analysefähigkeit 
der verwendeten Sequenzierer auf Fragmente mit einer maximalen Länge von 
rund 800 bp (ABI 3130) beziehungsweise 400 bp (ABI 310) begrenzt ist. Die 
Primer zu den gewählten Abschnitten wurden fortlaufend mit cosmc1 bis 
cosmc4 bezeichnet. Auf Grund der maximal möglichen lesbaren Fragmentlänge 
wurden bei der Sequenzierung mit dem ABI 310 vier Fragmente (cosmc1-4) 
und mit dem ABI 3130 die Fragmente cosmc1 und cosmc2 generiert. 
Sämtlich verwendete Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG, 
Ebersberg, Deutschland, bezogen. 
 
Tabelle 2: Sequenz der verwendeten Oligonukleotidprimer zur Amplifikation des cosmc-Gens, 
Bestimmung der Nukleotidposition anhand des Klons NM_001011551 [gi58532583]. 
Primer-
bezeichnung 
Nukleotid-
position 
Primersequenz 5`->3` GC-Anteil 
cosmc F c.94 - c.114 5`-GAG AGC CTT TTG TAC TAT ATG- 3` 38,1% 
cosmc R c.1200 - c.1219 5`-CAG CTG TAT TGG ATA TGT AG- 3` 40% 
cosmc1 c.122 - c.143 5`-CTT GAT TTC AAG CTT GGG AAC C- 3` 45,5% 
cosmc2 c.440 - c.461 5`-ACT TGG ACC AAA CAC TGT GAC A- 3` 45,5% 
cosmc3 c.680 - c.702 5`-CTA GGC CAC ACT ATA AAA TCT GG- 3` 43,5% 
cosmc4 c.860 - c.879 5`-TAT GCT GGA GTA TTT GCA GA- 3` 40% 
3. Methoden 
3.1 Vorgehensweise 
Analog zu den Ergebnissen der Mutationsanalyse von cosmc in zwei Patienten 
mit Tn-Syndrom [Ju et al., 2005] beschäftigt sich die vorliegende Arbeit mit der 
molekulargenetischen Untersuchung des cosmc-Gens bei 33 Aachener 
Patienten mit nicht-familiärer IgAN sowie bei sechs Patienten mit familiärer 
IgAN. 
Auf Grund der beschriebenen Mutationen im Mosaik bei den Patienten mit Tn-
Syndrom, bei der gleichzeitig normale cosmc-Kopien und mutierte Kopien in 
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verschiedenen Zellen des gleichen Patienten bestehen, wurde die aus 
Leukozyten gewonnene genomische DNA der Patienten vor der Sequenzierung 
in ein Plasmid einkloniert. Dabei wurde jeweils nur ein Allel der mittels PCR 
amplifizierten DNA in die Bakterienzelle aufgenommen. Pro Patient wurden 10 
Bakterien-Klone in die anschließende Analyse eingebracht. Dieses Vorgehen 
erhöhte die Sensitivität der Detektion eines geringgradigen Mosaiks. Das 
Vorgehen der DNA-Analyse ist in Abbildung 2 zusammengefasst. 
Die DNA-Proben der Patienten wurden initial in einer PCR amplifiziert. Das so 
entstandene 1126 bp lange PCR-Produkt enthielt das cosmc-Gen, welches aus 
einem einzigen codierenden Exon mit 957 bp besteht. 
Nach einem Aufreinigungsschritt (Gelextraktion) wurde das PCR-Produkt in 
chemisch kompetente TOP10®-Zellen einkloniert. Es folgte eine 24-stündige 
Inkubationszeit und anschließend die Isolation von 10 verschiedenen Klonen je 
Patient (insgesamt 390). Die einklonierten Allele der Patienten-DNA wurden 
wiederum amplifiziert, aufgereinigt und standen nachfolgend für die 
Sequenzierungs-Reaktion bereit. 
Die Ergebnisse der Sequenzierungen von drei Patienten mit nicht-familiärer 
IgAN waren mit einer cosmc-Mutation im Mosaik vereinbar. Um diese 
verifizieren zu können, sollte die Zell-Subpopulation, in der die Synthese von 
IgA-Antikörpern stattfindet, molekulargenetisch separat untersucht werden. IgA 
wird von Plasmazellen gebildet. Da diese durch ihre primäre Lokalisation im 
Knochenmark und ihre geringe Konzentration im peripheren Blut 
Untersuchungen nur schwer zugänglich sind, untersuchte die vorliegende Arbeit 
B-Lymphozyten, die Bestandteile des peripheren Blutes und eine Vorstufe von 
Plasmazellen sind. 
Die Separation von B-Lymphozyten aus peripherem Blut erfolgte mit Hilfe eines 
autoMACS®-Sorters (magnetic cell separation) und eines FACS (fluorescence 
activated cell sorter). Die aus B-Lymphozyten gewonnene DNA wurde 
nachfolgend denselben Arbeitsschritten zugeführt, wie zuvor die Gesamt-DNA 
der Patienten (s.o.). 
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 a) Isolation von DNA aus Vollblut 
 n1 (IgAN, nicht-familiär) = 33 
 n2 (IgAN, familiär) = 6 
 
 Patienten-DNA 
 
 
 
Einklonieren 
 
 
 
 10 Kolonien je Patient picken 
 
 
 
 Vorgehen mit jeder gepickten Kolonie: 
 
 
 
 
 Fällung + Sequenzierung 
 
 b) Isolation von DNA aus B-Lymphozyten 
 n3 = 3 aus dem Kollektiv der nicht-familiären IgAN-Patienten (n1) 
 
 Isolation von peripher-venösen mononukleären Zellen (PBMC) 
 
 
 Gewinnung von B-Lymphozyten 
 
 
 
 
 DNA-Isolation mittels QIAamp® DNA Mini Kit 
 
 
 weiteres Verfahren wie mit Patienten-DNA aus Vollblut (s. Abbildung 2a) ) 
 
 
 
 
Abbildung 2: Übersicht über das methodische Vorgehen 
1. PCR (zur Amplifizierung) 
2. Aufreinigung (Gelextraktion) 
1. Ligation mit dem Vektor 
2. Transformation in Top10®-Zellen 
3. Ausplattieren auf Agar 
1. PCR (zur erneuten Amplifizierung) 
2. Aufreinigung (Gelextraktion) 
3. Sequenzier-PCR (cosmc1 und -2) 
a) FACS (fluorescence activated cell 
sorter) 
b) MACS (magnetic cell separation) 
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3.2 DNA-Isolation 
Die DNA-Proben der Patienten stammten aus Blutproben, welche seit dem Jahr 
2000 in der Medizinischen Klinik II des Universitätsklinikums Aachen asserviert 
wurden. Bei allen in diese Studie eingeschlossenen Patienten wurde die 
Diagnose einer IgAN mittels Nierenbiopsie gestellt [Floege et al., 2000]. 
Klinische Daten zu den Patienten mit nicht-familiärer IgAN sind in Tabelle 13 
zusammengefasst. Die italienischen Proben wurden uns von Prof. F. P. Schena 
(Bari, Italien) in Form von genomischer DNA zur Verfügung gestellt. Die DNA 
wurde mit der Aussalz-Methode [Miller et al., 1988] isoliert. 
3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) 
Die PCR (polymerase chain reaction) dient der in vitro Anreicherung 
ausgewählter Abschnitte einer zu untersuchenden DNA. Damit lässt sich auch 
bei Einsatz sehr kleiner DNA-Mengen eine ausreichende Konzentration für 
Untersuchungen an der DNA erreichen. Die Methode beruht auf der 
Eigenschaft des DNA-Doppelstrangs unter bestimmten Bedingungen zu 
denaturieren beziehungsweise zu renaturieren. Die Denaturierung wird durch 
Erhitzen bewirkt, wobei die Doppelbindungen des DNA-Strangs gelöst werden. 
Die daraus resultierenden Einzelstränge ermöglichen die Anlagerung 
spezifischer Oligonukleotide an die zu untersuchende Zielsequenz (s. III.2.8). 
Diese Anlagerung geschieht auf Grund ihrer komplementären Basenabfolge 
und findet bei der jeweiligen optimalen Anlagerungs-Temperatur (TA, Annealing) 
statt. Diese optimale Temperatur kann mit folgender Formel berechnet werden 
und ist sowohl von der Primerlänge als auch von der Basenzusammensetzung 
abhängig: 
TA = Anzahl (A + T) x 2°C + Anzahl (G + C) x 4°C 
Mittels dieser Formel lässt sich die Temperatur jedoch nur näherungsweise 
bestimmen und bedarf empirischer Erprobung, bei der ein Thermocycler mit 
Temperaturgradient hilfreich sein kann. Bei steigender Anlagerungstemperatur 
werden spezifische Bindungen begünstigt, zugleich sinkt dadurch die 
Wahrscheinlichkeit der Hybridisierung [Brown, 1996]. 
Bei der folgenden Extension dient die originale DNA als Matrize für die 
Synthese der neuentstehenden Fragmente. Dabei werden die Primer-
Sequenzen mit Hilfe eines thermostabilen Enzyms des Bakteriums Thermus 
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aquaticus (Taq) und freien Nukleotiden (dNTPs) komplementär zur DNA-
Vorlage am 3`-Ende verlängert. Da das Primerpaar (forward- und reverse- 
Primer) die Zielsequenz umschließt, wird nur dieser Abschnitt der DNA 
vervielfältigt. Das katalysierende Enzym, die Taq-Polymerase, besitzt ein 
Temperaturoptimum bei 72°C. In den anschließenden Reaktionszyklen werden 
die neuentstandenen Fragmente ebenso als Matrize genutzt. 
Üblicherweise wird bei dem Extensionsschritt eine Dauer von 0,5 bis 1 min je kb 
Länge des Produkts angenommen. Bei einer weiteren Ausdehnung des 
Schrittes bilden sich zunehmend unspezifische Nebenprodukte. 
Es folgen circa 30 bis 40 Reaktionszyklen mit der Abfolge Denaturierung, 
Annealing und Extension. Nach mehr als 40 Zyklen verliert die Taq-Polymerase 
ihre katalysierende Funktion, wodurch ebenfalls unspezifische Nebenprodukte 
entstehen können. 
Bedingt durch die wachsende Anzahl an Matrizen nimmt die Kopienzahl 
exponentiell zu und liegt nach rund 30 Zyklen bei einer Größenordnung von 106 
bis 107. Der durchschnittliche Multiplikationsfaktor liegt je Zyklus bei 1,6 bis 1,7. 
[Mülhardt, 2003]. 
 
Durchführung: 
Die Reagenzien werden in unten genannter Konzentration in ein dafür 
vorgesehenes PCR-Reaktionsgefäß pipettiert. Da die Taq-Polymerase ein pH-
Optimum > 8,0 hat, wird dem PCR-Ansatz jeweils ein Puffer beigefügt. 
Die Amplifikation erfolgt in einem Thermocycler bei den unten aufgeführten 
Bedingungen in 35 Zyklen. Die spezifischen Bedingungen wurden eigens für 
diese Arbeit etabliert. Da die PCR der Patienten-DNA sensibel auf 
Veränderungen reagierte, wurde eine Positivkontrolle mit einer stabilen DNA bei 
jedem PCR-Ansatz mitgeführt. Der Ausschluss einer Kontamination durch 
Fremd-DNA geschah durch eine Wasserprobe als Negativkontrolle. 
 
Reagenzien: AccuPrime™-Kit 
10x PCR-Puffer II  600 mM Tris-SO4 (pH 8,9) 
180 mM (NH4)2SO4 
20 mM MgSO4 
2 mM dGTP 
2 mM dATP 
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2 mM dTTP 
2 mM dCTP 
thermostabiles AccuPrime™-Protein 
10% Glycerol 
Taq-DNA-Polymerase 5 U/µl 
Primer forward  10 µM 
Primer reverse  10 µM 
Aqua dest.   autoklaviert 
 
25 µl-PCR-Ansatz: 
10x PCR-Puffer II  2,5 µl 
Primer F   1 µl 
Primer R   1 µl 
Taq-DNA-Polymerase 1,0 U 
DNA    10 ng 
Aqua dest.   ad 25 µl 
 
PCR-Programm: 
Initiale Denaturierung 1 min  94°C 
Denaturierung  30 sec 94°C 
Annealing   30 sec 57°C       x 35 
Extension   1:10 min 68°C 
Final Extension  10 min 68°C 
Kühlen   forever 4°C 
3.4 Gelelektrophoretische Auftrennung auf dem Agarosegel (1%) 
Zur Identifizierung des PCR-Produkts fand anschließend eine 
gelelektrophoretische Auftrennung auf einem 1%-Agarosegel statt. Mit dieser 
Methode lassen sich Kontaminationen mit Fremd-DNA und unerwünschte 
Nebenprodukte ausschließen sowie eine quantitative Abschätzung des PCR-
Produkts vornehmen. 
Die Auftrennung der DNA erfolgt auf Grund der negativen Ladung des DNA-
Strangs entlang des angelegten elektrischen Feldes in Richtung der Anode 
[Ibelgaufts, 1993]. Dabei übernimmt die Agarose durch ihre Poren eine 
Siebfunktion: Große DNA-Fragmente wandern langsamer als kleine. Die 
Auftrennungsgenauigkeit ist von der Porengröße abhängig, welche bei höheren 
Agarose-Konzentrationen kleiner wird. 
Sichtbar gemacht werden die DNA-Banden mit Hilfe von UV-Licht und mit im 
Agarosegel enthaltenem Ethidiumbromid. Die Substanz lagert sich 
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sequenzunabhängig zwischen die Basenpaare der DNA und besitzt bei einer 
Wellenlänge von 254 bis 300 nm eine fluoreszierende Eigenschaft [Ibelgaufts, 
1993]. 
 
Reagenzien für 1%-Agarosegel, 300 ml: 
Agarose   3 g 
1x TBE   300 ml 
Ethidiumbromid (1%) 60 µl 
 
Die Agarose wird in einem Erlenmeyerkolben abgewogen und mit 300 ml 1x 
TBE aufgefüllt. Anschließend lässt man die Lösung für 3 min in der Mikrowelle 
aufkochen, bis die Agarose vollständig gelöst ist und gibt 60 µl Ethidiumbromid 
hinzu. Für etwa 35 min muss die Lösung auf dem Schüttler auf unter 45°C 
abkühlen, um dann in den vorbereiteten Gelträger gegossen werden zu können. 
Die Polymerisationszeit beträgt weitere 35 min. 
Nach dem Entfernen der Zahnkämme kann das fertige Gel in die mit 1x TBE 
aufgefüllte Gelkammer eingesetzt werden. Die Auftrennung der DNA erfolgt bei 
120 V für 30 bis 45 min. Bei jeder Auftrennung wird eine 100 bp-Leiter als 
Längenstandard mitgeführt. Die PCR-Produkte werden vor dem Auftragen mit 
5 µl Agarose-Blau-Puffer (ABP) versehen, der zum einen durch sein höheres 
spezifisches Gewicht das Auftragen erleichtert und zum anderen durch seine 
intensive Blaufarbe die Lauffront besser beurteilen lässt. 
Die Auswertung und Dokumentation findet auf dem Imaging-Gerät unter UV-
Licht-Exposition durch Abschätzung der Fluoreszenzstärke statt. 
3.5 Gelextraktion 
Trotz umfangreicher Etablierung der PCR-Bedingungen zeigten sich häufig 
Nebenprodukte in Form von zusätzlichen Banden. Um deren störenden Einfluss 
bei einer späteren Sequenzierung auszuschließen, bietet sich die Gelextraktion 
als Aufreinigungsmethode an. Dabei werden nach ausreichender 
elektrophoretischer Auftrennung die entsprechenden spezifischen DNA-Banden 
mit Hilfe eines Skalpells unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und in den 
folgenden Schritten aufgereinigt. Die Auflösung der Agarose geschieht in 
Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper Salze (Natriumjodid, 
Guanidinisothiocyanat, Natriumperchlorat). Die freiwerdende DNA wird an eine 
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Silica-Membran, die sich in einer Trichtersäule befindet, gebunden. Nach einem 
Waschschritt mit einem Salz-Ethanol-Puffer wird die DNA mit H2O oder TE-
Puffer eluiert. Das Eluat ist ohne Fällung direkt weiterverwendbar. Die Methode 
ist vielseitig einsetzbar und bietet gut reproduzierbare Ergebnisse, allerdings 
liegt die Ausbeute nur bei 70% und ist bei sehr großen oder sehr kleinen DNA-
Fragmenten nur eingeschränkt möglich. Große Fragmente können durch 
auftretende Scherkräfte zerstört werden, kleine Fragmente binden eventuell 
irreversibel an die Silica-Membran. 
 
Durchführung: 
Für die Aufreinigung wird das ausgeschnittene Gelstück in einem 
Reaktionsgefäß gewogen und sollte maximal 400 mg schwer sein. 
QG-Puffer wird im Verhältnis 3:1 zugegeben und für 10 min bei 50°C im 
Thermomixer inkubiert, bis die Gelscheibe aufgelöst ist. 
Die Lösung färbt sich bei einem pH < 7,5 gelb. Sollte ein Farbumschlag nach 
orange-violett stattfinden, so müssen 10 µl 3 M Natriumacetat zu der Lösung 
hinzugegeben werden. 
Im nächsten Schritt wird Isopropanol im Verhältnis 1:1 (bezogen auf das 
Gewicht des Gelstücks) hinzugefügt. Die Lösung wird in eine im Kit enthaltene 
QIA-spin®-Säule, die sich in einem Sammelreaktionsgefäß befindet, pipettiert 
und 1 min bei 13000 Umdrehungen pro Minute (rpm, rounds per minute) und 
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Durchfluss kann verworfen werden, die 
Säule wird anschließend wieder in dasselbe Sammelreaktionsgefäß platziert. 
Für den Waschvorgang werden 750 ml PE-Puffer in die Säule gegeben, 1 min 
bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss wiederum verworfen. Damit der 
Waschpuffer vollständig entfernt wird, ist ein zusätzlicher Zentrifugationsschritt 
von 1 min bei 13000 rpm notwendig. 
Anschließend platziert man die Säule in ein frisches Reaktionsgefäß und eluiert 
die aufgereinigte DNA mit 30 µl EB-Puffer durch Zentrifugation für 1 min bei 
13000 rpm. (Die Menge kann entsprechend der DNA-Konzentration zwischen 
10 und 50 µl variiert werden.) Das so gewonnene Eluat lässt sich in allen 
weiteren Schritten, u.a. Ligation in ein Bakterium-Plasmid, PCR, Sequenzier-
PCR, einsetzen.  
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Die Konzentration des Eluats lässt sich auf 1%-Agarosegel bestimmen. Dafür 
verwendet man 3 µl des Eluats und 5 µl ABP. Ein Längenstandard wird wie 
oben beschrieben mitgeführt (s. III.3.4). 
3.6 Ligation und Transformation in kompetente Zellen mittels TOPO® 
TA-Klonierung 
In der vorliegenden Arbeit wurde das gereinigte PCR-Produkt mittels TOPO® 
TA-Klonierung in ein linearisiertes Plasmid eingefügt, um die beiden Allele eines 
Fragmentes getrennt amplifizieren und anschließend sequenzieren zu können. 
Die Methode ermöglicht es ferner, mehrere Allele desselben Probanden zu 
analysieren und dadurch ein geringgradiges Mosaik mit einer höheren 
Wahrscheinlichkeit zu identifizieren. 
Bei dieser Methode wird das PCR-Produkt ohne einen weiteren 
Aufbereitungsschritt mit Hilfe seines 3`-desoxy-Adenosin-Restes, der durch die 
Taq-Polymerase unspezifisch bei jedem Produkt gebildet wird, direkt in das 
Plasmid inseriert. Der Vektor besitzt einen einzelnen 3`-desoxy-Thymidin-
Überhang, der zusammen mit dem 3`-desoxy-Adenosin des PCR-Produkts die 
Ligation der T/A-Klonierung ermöglicht. Die Zyklisierung nimmt die an den 
Vektor kovalent gebundene Topoisomerase I des Vaccina-Virus vor, so dass 
keine weitere Ligase für diese Methode benötigt wird. Die Phospho-Tyrosin-
Bindung zwischen dem Enzym und dem Vektor wird durch das 5`-Hydroxylende 
des PCR-Produkts gelöst, um dadurch die Ligation zu erreichen. 
Nachdem das PCR-Produkt mit dem Plasmid ligiert wurde, folgt die 
Transformation. Darunter versteht man die Übertragung von freier, löslicher 
DNA auf ein Empfänger-Bakterium, welches die DNA in seine Zelle aufnimmt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden dazu chemisch kompetente TOP10®-Zellen 
verwendet. 
 
Durchführung: 
Das frische PCR-Produkt des cosmc-Gens wird, wie in Abschnitt III.3.3 bis 
III.3.5 beschrieben, erstellt und für die Ligation mit der Salz-Lösung aus dem 
TOPO TA Cloning® Kit, Aqua dest. und dem TOPO®Vektor in einem 
Reaktionsgefäß vorsichtig vermengt. Die Lösung wird bei RT 30 min inkubiert, 
wobei die Dauer unter anderem von der Größe des Produkts abhängig ist. 
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Die für die anschließende Transformation benötigten Zellen werden auf Eis 
aufgetaut. Nach der Inkubation mischt man 2 µl des Ligationsansatzes 
vorsichtig mit den Zellen. Die Bakteriensuspension wird erneut für 30 min auf 
Eis inkubiert. Die Transformation wird durch den nachfolgenden Hitzeschock für 
30 sec bei 42°C, bei dem die Plasmid-DNA in die Bakterienzelle aufgenommen 
wird, abgeschlossen. Anschließend wird das Reaktionsgefäß zur Regeneration 
der Zellwände direkt auf Eis platziert. Die Zellen werden dann, mit S.O.C.-
Medium versetzt, für 1 h bei 37°C und 200 rpm im Horizontal-Schüttler 
inkubiert. Das S.O.C.-Medium ist ein mit Glucose versetztes Derivat des S.O.B-
Mediums (super optimal broth) und dient der Erhaltung der Zellen. 
Hierauf werden die Zellen in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (50 µl und 
100 µl Bakteriensuspension) auf einer vorgewärmten Agar-Platte ausplattiert 
und für ca. 24 h bei 37°C inkubiert. Zur weiteren Analyse werden nach 
abgeschlossener Inkubation isoliert liegende weiße Kolonien gepickt (s. III.3.8) 
und in den folgenden Schritten mit Hilfe einer Kolonie-PCR und einer 
anschließenden Sequenzierung analysiert. 
 
Reagenzien: 
Frisches PCR-Produkt   1 µl 
Salz-Lösung (TOPO TA Cloning® Kit) 1 µl 
TOPO®Vektor    1 µl 
H2O      ad 6 µl 
 
TOP10®-Zellen mit 2 µl des Reaktionsansatzes mischen. 
S.O.C.-Medium    250 µl 
3.7 Herstellung von LBA-Agar (lysogeny broth with ampicillin, 
Nährmedium) 
Für die Kultivierung von Bakterien benötigt man entweder ein flüssiges oder 
festes Nährmedium, welches den Bakterien für ihr Wachstum ein optimales 
Milieu angereichert mit Nährstoffen, essentiellen Nährsalzen und Zusätzen, wie 
Selektionsfaktoren, bietet. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Bakterienzellen auf LBA-Agar (lysogeny 
broth with ampicillin) angezüchtet. Dieser enthält als Hauptbestandteil Wasser, 
dem als Nährstoffe Hefeextrakt und Pepton beigefügt werden. Pepton ist ein 
Gemisch aus Peptiden und Aminosäuren, das durch Hydrolyse durch das 
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Enzym Pepsin oder chemisch durch Säuren aus tierischen oder pflanzlichen 
Proteinen hergestellt wird. Als Gelierungsmittel wird Select Agar verwendet. 
Dem Agar wird ferner ein Antibiotikum (Ampicillin) als Hemmstoff zugemischt, 
damit nur die beabsichtigten Bakterien (solche mit Ampicillin-Resistenz) auf 
dem Nährboden wachsen können. Zudem fügt man die Selektionsmarker IPTG 
(Isopropylthiogalactopyranosid) und X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-
Galaktopyranosid) bei, die bei der sogenannten Lac-Selektion eine Blaufärbung 
der nicht-rekombinanten Kolonien induzieren (s. III.3.8). 
 
Durchführung: 
Für den Agar werden die Substrate in den unten aufgeführten Konzentrationen 
zusammengefügt und mit destilliertem Wasser bis auf 1000 ml aufgefüllt. Mit 
Hilfe eines Magnetrührers wird die Lösung durchmischt, bis sie homogen ist. 
Anschließend wird mittels NaOH und HCl der pH-Wert auf 7,5 eingestellt. 
Die Lösung wird daraufhin für 20 min bei 121°C autoklaviert. Nachfolgend lässt 
man sie auf dem Magnetrührer auf unter 50°C abkühlen, bevor das Antibiotikum 
(Ampicillin) und die Selektionsmarker hinzugefügt werden. 
Nach einer gründlichen Durchmischung kann der Agar gleichmäßig auf die 
Petrischalen verteilt werden. Sobald er fest geworden ist, wird er bei 4°C 
aufbewahrt. 
 
Reagenzien für 1 Liter LBA-Agar: 
Select Pepton    10 g 
Select Yeast Extract (Hefeextrakt)   5 g 
NaCl        5 g 
Select Agar     15 g 
Aqua dest.     ad 1000 ml 
Nach Autoklavieren, wenn Temp. < 50°C 
Ampicillin-Stammlösung (50 mg/ml) 4 ml 
IPTG-Stammlösung   2 ml 
X-Gal-Stammlösung   2 ml 
3.8 Selektion von Bakterienklonen 
Das Plasmid enthält als Selektionsmarker ein Kanamycin- sowie ein Ampicillin-
Resistenzgen, die nur den Bakterien mit Plasmid das Wachstum auf Ampicillin-
haltigem Agar ermöglichen. 
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Durch ein weiteres Screening-Verfahren lässt sich ermitteln, ob die Bakterien 
nicht nur das entsprechende Plasmid aufgenommen haben, sondern auch ob 
die zu untersuchende DNA in diesen Vektor eingebaut wurde. Das Screening-
Verfahren nennt sich Lac- oder „Blau-Weiß-Selektion“. Dabei enthalten die 
Agarplatten zusätzlich zu dem Antibiotikum das Laktoseanalogon X-Gal, 
welches durch das Enzym ß-Galaktosidase in einen dunkelblauen Farbstoff 
umgewandelt werden kann. Das ebenfalls im Agar enthaltene IPTG dient bei 
diesem Vorgang als synthetischer Induktor des Lactose-Operons, einer Kette 
von drei Genabschnitten, die für die ß-Galaktosidase codieren. In Anwesenheit 
des Induktors kann die Transkription dieses Genabschnittes stattfinden. 
Manche E.coli-Stämme besitzen ein verändertes Gen für die ß-Galaktosidase 
(lacZ-Gen). Diese E.coli-Stämme können das Enzym nur bilden, wenn ihnen 
der fehlende Abschnitt (lacZ`) des Gens auf einem Plasmid zur Verfügung 
steht. Wird die zu untersuchende DNA in den entsprechenden Vektor inseriert, 
so geschieht dies innerhalb des lacZ-Gens und bewirkt eine Unterbrechung des 
offenen Leserahmens und damit eine Inaktivierung des Enzyms. Alle blauen 
Kolonien haben somit ein Plasmid ohne Fremd-DNA aufgenommen und sind 
nicht-rekombinante Klone. Solche Bakterienkolonien, die die Fremd-DNA 
aufgenommen haben, werden auf Grund ihrer fehlenden Galaktosidase-Aktivität 
keinen blauen Farbstoff produzieren und erscheinen daher als weiße Kolonie. 
Für die weitere Analyse werden daher nur weiße Kolonien gewählt. Nach einer 
Inkubation der Agarplatten bei 37°C für circa 24 h konnten die gewachsenen 
Bakterienkolonien für die folgenden Untersuchungen aufbereitet werden. 
 
Durchführung: 
10 weiße (cosmc-DNA enthaltende) Bakterienkolonien werden einzeln mit einer 
sterilen Pipettenspitze gepickt und jeweils in einem separaten SafeLock-
Reaktionsgefäß mit 10 µl Aqua dest. gelöst. Die Denaturierung der 
Bakterienzellwände findet im Hitzeblock bei 96°C für 10 min statt und wird 
durch eine anschließende kurze Lagerung auf Eis beendet. Die Bakterienlösung 
wird bei RT kurz abzentrifugiert und in die folgende Kolonie-PCR ohne weiteren 
Aufreinigungsschritt eingesetzt. 
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3.9 Kolonie-PCR 
Dieser Schritt dient wie die oben beschriebene PCR (s. III.3.3) der Amplifikation 
einer Zielsequenz mit dem Unterschied, dass in der vorangegangenen 
Klonierung in jeder Bakterienkolonie jeweils nur ein Allel des originalen DNA-
Gemisches angereichert wurde. Das folgende PCR-Produkt wird daher die 
Vervielfältigung eines einzelnen Allels enthalten. 
 
Durchführung: 
Die Durchführung entspricht den oben angegebenen PCR-Bedingungen, 
lediglich die eingesetzte DNA-Menge ist unterschiedlich: 
 
Reagenzien: 
AccuPrime™-Kit, 25 µl-PCR-Ansatz (Konzentrationen s. III.3.3)  
10x Buffer II   2,5 µl 
Primer F   1 µl 
Primer R   1 µl 
Taq-Polymerase  1,0 U 
DNA (Bakt.lösung)  2,0 µl 
Aqua dest.   ad 25 µl 
 
PCR-Programm: 
s. III.3.3 
 
Es folgt die Aufreinigung der PCR-Produkte durch einen weiteren 
Gelextraktionsschritt (s. III.3.5). Das Eluat (30 µl) kann im Anschluss ohne 
weitere Zwischenschritte in das Sequenzierungsverfahren eingesetzt werden. 
3.10 Sequenzierungsverfahren von DNA-Fragmenten nach Sanger 
Mit Hilfe des Sequenzierungsverfahrens nach Frederick Sanger [Sanger et al., 
1977] ist es möglich, die exakte Basenabfolge der DNA zu bestimmen. 
Ähnlich wie in der herkömmlichen PCR findet eine Amplifikation der DNA statt, 
in diesem Fall jedoch nur der Einzelstränge. Neben dNTPs werden zusätzlich 
2`3`-Didesoxynukleotide (ddNTPs) bereitgestellt, die sich durch eine fehlende 
Hydroxylgruppe auszeichen, wodurch zum nachfolgenden Nukleotid keine 
Phosphordiesterbindung geknüpft werden kann und es an dieser Stelle zu 
einem Kettenabbruch kommt. Unter den ddNTPS sind Adenosin, Cytosin, 
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Guanin und Thymidin zu gleichen Anteilen vertreten. Damit erfolgt die 
Anlagerung der veränderten Nukleotide nach dem Zufallsprinzip und bewirkt bei 
einem bestimmten Verhältnis von dNTPs zu ddNTPs Fragmente aller 
möglichen Längen des zu untersuchenden DNA-Abschnittes. 
Die ddNTPs sind zusätzlich mit Fluoreszenzmarkern unterschiedlicher Färbung 
versehen, je nach zu Grunde liegender Base (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). 
Im anschließenden Schritt wird die Sequenzierprobe elektrophoretisch auf die 
Länge von einem Basenpaar genau aufgetrennt und mittels der 
unterschiedlichen Fluoreszenzfärbung der letzten Base des jeweiligen 
Fragmentes analysiert. 
 
Durchführung: 
Der zu untersuchende DNA-Abschnitt der vorliegenden Arbeit ist in seiner 
Gesamtlänge zu lang (1126 bp) für den verwendeten ABI 3130-Sequenzierer 
und wird daher in zwei Abschnitten, bzw. durch den ABI 310 in vier Abschnitten, 
analysiert. Die entsprechenden Primer cosmc1 und cosmc2 werden wie oben 
beschrieben generiert. 
Das Reaktionsgemisch (Gesamtvolumen 20 µl) umfasst in einem Sequenzier-
Reaktionsgefäß die Reagenzien in nachfolgender Konzentration. Die 
Amplifikation findet in einem Thermocycler bei den unten aufgeführten 
Bedingungen statt. 
 
Reagenzien: 
Sequenziermix  8 µl 
Primer (10 µM)  1 µl 
DNA    1,5 – 5 µl (je nach Konzentration) 
Aqua dest.   ad 20 µl 
 
PCR-Programm: 
Initiale Denaturierung 1 sec  96°C 
Denaturierung  10 sec 96°C 
Annealing   6 min  50°C       x 25 
Extension   4 min  60°C 
Final Extension  10 min 60°C 
Kühlen   forever 15°C 
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3.11 Ethanol-Fällung 
Bevor die Sequenzierproben analysiert werden können, erfolgt eine Ethanol-
Fällung, die einen hohen Reinheitsgrad der Probe gewährleistet. 
In Anwesenheit eines monovalenten Salzes und 100%igem Ethanol fällt das 
PCR-Produkt spontan aus und wird durch Zentrifugation pelletiert. In einem 
nachfolgenden Waschschritt mit 70%igem Ethanol wird das Produkt von Salz- 
und Alkoholresten gereinigt. 
 
Durchführung: 
Zur Fällung wird Aqua dest., Natriumacetat und 100%iges Ethanol verwendet. 
Die Zentrifugation findet bei RT bei 13000 rpm für 20 min statt. Der Überstand 
muss direkt im Anschluss entfernt werden. Im zweiten Schritt wird das Gemisch 
mit 70%igem Ethanol erneut für 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wird wiederum verworfen und das Pellet für 15 min bei 50°C 
getrocknet. 
Das Pellet wird entweder für die weitere Analyse auf dem Sequenzierer in HiDi- 
Formamid gelöst oder, falls die Weiterverwendung nicht direkt erfolgt, bei -20°C 
eingefroren. 
 
Reagenzien: 
erster Fällungsschritt: 
PCR-Produkt  20 µl 
Aqua dest.   80 µl 
Na-Acetat   10 µl 
Ethanol (100%)  250 µl 
zweiter Fällungsschritt: 
Ethanol (70%)  500 µl 
3.12 Sequenzierung mit dem ABI 3130 Genetic Analyzer/ ABI 310 
Die Fragmente der Sequenzierproben werden mit dem ABI 3130 Genetic 
Analyzer, bzw. mit dem ABI 310, in einem elektrophoretischen Verfahren nach 
ihrer Länge aufgetrennt und entsprechend der Fluoreszenzmarker analysiert. 
Dabei dient ein POP-7™-Polymer, bzw. POP-6™-Polymer, als Gelmatrix. Die 
Elektropherogramme werden mit der SequenceAnalysis® v 5.2- und 
SeqScape® v 2.5-Software (Applied Biosystem, USA) ausgewertet. 
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3.13 Isolation von peripher-venösen mononukleären Zellen zur 
Gewinnung von B-Lymphozyten (PBMC, peripheral blood 
mononuclear cell) 
Für die Isolation von B-Lymphozyten aus peripher-venösem Blut trennt man 
zunächst mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation die mononukleären 
Blutzellen (B-Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen, T-Lymphozyten) von den 
Granulozyten, Erythrozyten sowie restlichen Blutbestandteilen ab. Die 
Separation beruht auf dem Prinzip, dass Zellen einer definierten Dichte in 
einem Medium derselben Dichte „schweben“, wohingegen Zellen mit einer 
größeren Dichte sedimentieren. 
Das verwendete nichtionische Sucrose-Polymer, Ficoll-Paque™ Plus (Dichte: 
1,077 g/ml), bewirkt durch Aggregation und osmotischen Druck eine 
Sedimentation der Erythrozyten und Granulozyten, welche sich als Pellet unter 
einer Schicht von Ficoll absetzen. Die Lymphozyten verbleiben mit anderen 
Zellen geringerer Dichte (u.a. Monozyten, Thrombozyten) in der Interphase 
zwischen Plasma und Ficoll (s. Abbildung 3). Der anschließende Waschschritt 
mit einer Salzlösung trennt die Thrombozyten und eventuell verbliebenen 
Plasmareste von den mononukleären Zellen. Zur weiteren Isolierung der B-
Lymphozyten aus diesem Zellgemisch werden die Methoden der magnetischen 
Zellseparation (MACS, magnetic cell separation) und der Fluoreszenz-
aktivierten Zellsortierung (FACS, fluorescence activated cell sorting) 
angewendet. 
 
Durchführung: 
Das peripher-venös abgenommene Citratblut wird im Verhältnis 1:1 vorsichtig in 
einem 50 ml Falcon über das Ficoll-Paque™ Plus geschichtet und nachfolgend 
für 30 min bei 4°C und 800 g ohne Aktivierung der Zentrifugenbremse 
zentrifugiert. Das sich an der Oberfläche absetzende Plasma wird schonend 
abpipettiert, die darunter befindliche Interphaseschicht mit Monozyten wird in 
ein frisches Falcon überführt und der sedimentierte Zellrest wird verworfen. Die 
so gewonnene Interphaseschicht wird für den Waschschritt mit 30 ml 
phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, phosphate buffered saline) überschichtet 
und für 8 bis 10 min bei 4°C und 300 g zentrifugiert, um Thrombozyten und 
Plasmareste vollständig abzutrennen. Die mononukleären Zellen werden dabei 
pelletiert und nach Abnehmen des Überstandes in 1 ml PBS resuspendiert. 
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Reagenzien: 
Citratblut   10 ml 
Ficoll    10 ml 
PBS   30 ml 
PBS   1 ml (Pellet resuspendieren) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   vorher              nachher 
 
Abbildung 3: Isolation von mononukleären Zellen aus peripher-venösem Blut (PBMC) 
3.14 Gewinnung von B-Lymphozyten aus peripher-venösen 
mononukleären Zellen (PBMC) 
B-Lymphozyten besitzen im Vergleich zu anderen mononukleären Zellen als 
einzige Subpopulation das CD20-Antigen (CD, cluster of differentiation), ein 
nicht glykosyliertes Transmembranprotein. Die Separation der B-Lymphozyten 
aus dem Zellgemisch der PBMCs erfolgt mit Hilfe fluoreszierender oder 
magnetischer monoklonaler CD20-Antikörper. Fluoreszierende Antikörper 
werden bei der FACS-Methode (fluorescence activated cell sorting), 
magnetische Antikörper bei der MACS-Methode (magentic cell separation) 
verwendet. 
3.14.1 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS, fluorescence activated 
cell sorting) 
Die fluoreszierenden CD20-Antikörper, die an das B-Lymphozyten-spezifische 
CD20-Antigen binden, ermöglichen bei der Fluoreszenz-aktivierten 
Zellsortierung mit Hilfe eines Durchflusszytometers eine hocheffiziente 
Gewinnung der markierten Zellen. Der Reinheitsgrad des gewonnenen Eluats 
ist bei entsprechender Laufzeit extrem hoch (> 98%). 
Unter dem Begriff Fluoreszenz versteht man die Emission von optischen 
Signalen durch eine Substanz, die durch kurzwelligeres Licht angeregt wurde. 
 
Plasma  
Mononukleäre Zellen (PBMC) 
Ficoll 
 
Pellet: 
Erythrozyten/Granulozyten 
 
 
Citratblut 
 
Ficoll 
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In der vorliegenden Arbeit kommt als Fluoreszenzmarker der an Antikörper 
gebundene grüne Farbstoff Fluoreszenz-Isothiocyanat (FITC) zur Anwendung. 
Das PBMC-Zellgemisch wird zusammen mit einer Trägerflüssigkeit durch eine 
feine Kapillare des FACSAria®-Gerätes angesaugt, wobei die Geschwindigkeit 
der Trägerflüssigkeit höher ist als die der enthaltenen Zellen. Das führt dazu, 
dass die Zellen in einem Strahl einzeln an dem Laser vorbeigeführt werden 
können. Je nach Oberflächenbeschaffenheit, Zelleinschlüssen und weiteren 
spezifischen Eigenschaften reflektieren die unterschiedlichen 
Zellsubpopulationen den Lichtimpuls des Lasers, welcher durch die 
anliegenden Detektoren gemessen wird. Das gemessene Signal besteht zum 
einen aus Streulicht, das vor allem durch die Zellgröße, Zelloberfläche und 
intrazelluläre Bestandteile beeinflusst wird, zum anderen emittieren gebundene 
CD20-Antikörper Fluoreszenzsignale. Das in einem geringen Winkel (3 bis 10°) 
gestreute Licht wird Vorwärtsstreulicht (FSC, forward scatter) genannt. Es 
fungiert durch seinen linearen Zusammenhang als Messwert für die Zellgröße. 
Das um 90° abgelenkte Licht wird als Seitwärtsstreulicht (SSC, side scatter) 
bezeichnet und wird vor allem durch die Zelloberfläche und die Granularität 
(intrazelluläre Bestandteile, Größe des Zellkerns etc.) beeinflusst. Durch FSC 
und SSC lässt sich ein heterogenes Zellgemisch bereits in die enthaltenen 
Subpopulationen, wie Eosinophile, Neutrophile oder Monozyten auftrennen. 
Eine weitere Klassifizierung zwischen beispielsweise B- und T-Lymphozyten 
geschieht durch markierte Antikörper in der sogenannten Immun-
phänotypisierung. 
Die Visualisierung der analysierten Zellfraktionen erfolgt mit einer speziellen 
Software mittels korrespondierender Punktewolkendiagramme (dot plot). 
Eingezeichnete Analysefenster (gates) definieren die Schnittmenge der zu 
isolierenden positiv markierten Zellen. Nach der Messung der optischen Signale 
wird der Flüssigkeitsstrahl an einem Abrisspunkt kurzzeitig durch 
piezoelektrische Schwingungen stabilisiert und bricht anschließend in 
Tröpfchen auf, die jeweils nur eine einzelne Zelle enthalten. Hat diese Zelle 
zuvor Fluoreszenzimpulse emittiert, so wird sie durch die Elektronik geladen 
und in einem nachfolgenden elektrischen Feld zwischen zwei Deflektionsplatten 
in Richtung eines sauberen Sammelröhrchens abgelenkt. Zellen, die nicht 
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markiert sind, erhalten keine Richtungsänderung und werden gemäß ihrer 
natürlichen Fallrichtung aufgefangen. 
 
Durchführung: 
Für alle Arbeitsschritte werden die Zellen auf Eis gelagert und kalte Puffer 
verwendet. 
In einem Vorbereitungsschritt werden zunächst die zu verwendenden 
Auffangröhrchen mit 0,5% BSA (bovine serum albumin) beschichtet, um eine 
durch Interaktionen mit der Plastik-Oberfläche induzierte Zellaktivierung zu 
vermeiden. 
Das PBMC-Zellgemisch wird für 35 min bei RT mit 20 µl FcR-blocking-Reagenz 
inkubiert. Dieses sorgt bei der weiteren Durchführung dafür, dass unspezifische 
Bindungen zwischen der Fc-Region des Antikörpers und den exprimierten Fc-
Rezeptoren auf B-Zellen, Monozyten und Makrophagen vermieden werden. 
Es folgt eine Zentrifugation für 5 min bei 350 g, der Überstand wird verworfen. 
Das Pellet wird anschließend mit 500 µl einer Lösung aus PBS und 0,5% BSA 
resuspendiert und auf zwei Reaktionsgefäße aufgeteilt. In einem der beiden 
Reaktionsgefäße wird der CD20-Antikörper anti-human CD20-FITC im 
Verhältnis 1:10 (in diesem Fall 50 µl) zu der Zellsuspension zugefügt, im 
anderen die Isotyp-Kontrolle mouse IgG1-FITC und für 30 min im Dunkeln auf 
Eis inkubiert. Die an den Fcγ-Rezeptor bindende Isotyp-Kontrolle lässt eine 
Aussage über das Ausmaß von unspezifischen Bindungen und somit eines 
falsch positiven Ergebnisses des eingesetzten IgG-Subtyps zu. Sie muss daher 
demselben Subtyp angehören wie der eingesetzte IgG-Antikörper. 
Nachfolgend werden zwei identische Waschschritte durchgeführt. Dabei werden 
die Zellsuspensionen zunächst mit der 10-fachen Menge PBS + 0,5% BSA 
(5 ml) gewaschen und 5 min bei 350 g zentrifugiert. Dieser Schritt wird ein 
weiteres Mal wiederholt, um ungebundene Antikörper vollständig zu entfernen. 
Der Überstand wird abpipettiert und das Pellet in 4 ml HH-Puffer resuspendiert.  
Um die feine Düse des FACS-Gerätes durch Zellaggregate nicht zu 
beschädigen, muss die Zellsuspension zuvor mit einem Präseparationsfilter 
filtriert werden. 
Das BSA aus den Auffangröhrchen wird verworfen und mit 1x PBS sorgfältig 
ausgewaschen. Um den selektierten Zellen im Auffangröhrchen physiologische 
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Bedingungen zu gewähren, werden 500 µl HH-Puffer vorgelegt (Hepes-Puffer + 
HBSS-Puffer + 0,5% BSA, pH-Wert 7,4). 
Die positiv markierten Zellen werden nach der Zellsortierung in einer 
Neubauerzählkammer quantifiziert, anschließend für 7 min bei 300 g 
zentrifugiert und mit 200 µl 1x PBS resuspendiert. Nachfolgend findet die DNA-
Isolation der gewonnenen B-Lymphozyten mit Hilfe des QIAamp® DNA Mini 
Kits statt. 
3.14.2 Magnetische Zellseparation (AutoMACS®-Sorting, MACS, magnetic 
cell separation) 
Führt man eine Zellseparation mit Hilfe von Antikörpern mit magnetischen 
Nanopartikeln durch, so kann das Zellgemisch, im Gegensatz zum FACS-
Verfahren, lediglich auf einen Parameter je Durchgang aufgetrennt werden. Der 
Vorteil des Verfahrens liegt bei dieser einfachen Reinigung in der erheblich 
kürzeren Laufzeit. 
Die verwendeten monoklonalen CD20-Antikörper sind mit Eisenoxid und 
Polysacchariden versehen und binden in einem anfänglichen Inkubationsschritt 
an die entsprechenden Oberflächenmoleküle der B-Lymphozyten. Die 
Zellsuspension wird durch eine Kapillare angesaugt und durch eine Säule 
innerhalb eines starken Magnetfeldes geleitet. Mit Antikörpern markierte Zellen 
werden an den seitlich angebrachten Membranen der Säule arretiert, so dass 
die aufgefangene Zellfraktion frei von CD20-positiven Zellen ist (s. Abbildung 4). 
Anschließend werden die positiv markierten Zellen nach Wegfall des 
magnetischen Feldes in einem sauberen Sammelgefäß eluiert. 
Prinzipiell besteht die Möglichkeit neben einer wie hier beschriebenen positiven 
Selektion und damit einer Anreicherung einer bestimmten Zellpopulation 
ebenso eine Abreicherung eines Zellgemisches durchzuführen, indem die zu 
isolierenden Zellen (target cells) die unmarkierte Subpopulation darstellen. 
Dieses Verfahren wird auch als Depletion bezeichnet. 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe dieses Verfahrens eine Anreicherung 
der B-Lymphozyten von 45 bis 73% erzielt (s. Tabelle 3), die mit Hilfe einer 
Neubauerzählkammer quantifiziert werden konnte. 
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Tabelle 3: Relative Anreicherung von B-Lymphozyten aus PBMCs 
Die Codierung der B-Lymphozytenprobe richtete sich nach der ursprünglichen Patienten-
Codierung (Patient NF5 mit der dazugehörigen B-Lymphozytenprobe BL5 etc). 
Patientencodierung Anzahl PBMC B-Lymphozyten  Anreicherung DNA-Konz. 
BL5 24 000 000 435 000 45% 20 ng/µl 
BL23 18 750 000 541 000 72% 40 ng/µl 
BL33 22 500 000 660 000 73% 30 ng/µl 
 
Bei den drei für die B-Lymphozytenisolation ausgewählten Patienten wurde die 
isolierte DNA in derselben Weise amplifiziert, aufgereinigt und analysiert wie die 
zuvor beschriebenen Patientenproben (s. III.3.1). Ebenso wurden je Patient 10 
Klone für die Sequenzierung ausgewählt. 
 
Durchführung: 
Die magnetische Zellseparation schließt sich, ähnlich wie die Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung, an die Gewinnung von PBMCs an. Die aufgereinigte 
Zellsuspension wird im ersten Schritt zentrifugiert und das entstehende Pellet 
mit MACS®-Puffer resuspendiert. Dabei sollte die Puffer-Konzentration so 
gewählt werden, dass 107 Zellen in 80 µl gelöst sind. Bei 80 µl Lösung werden 
20 µl anti-human CD20 IgG1-MACS®-microbeads eingesetzt und 15 min bei 
4°C inkubiert. Bei einer Inkubation auf Eis ist die Inkubationszeit verlängert, 
wodurch, ebenso wie bei einer Inkubation bei höheren Temperaturen, 
unspezifische Bindungen begünstigt werden. 
Da die magnetischen Nanopartikel an der Fc-Region des Antikörpers gebunden 
sind, ist in diesem Fall eine Inkubation mit einem FcR-blocking-Reagenz nicht 
notwendig. 
Ungebundene Antikörper werden im nachfolgenden Waschschritt mit 4 ml PBS 
entfernt. Dazu wird die Probe für 6 min bei 350 g zentrifugiert. Das Pellet wird 
mit 500 µl MACS®-Puffer je 108 Zellen resuspendiert und mit einem 
Präseparationsfilter gereinigt. Für eine Standard-Separation wählt man beim 
AutoMACS®-Sorter die positiv-Selektionsfunktion („Possel“) aus. Nach der 
Anreicherung positiv markierter B-Lymphozyten werden diese in einer 
Neubauerzählkammer quantitativ bestimmt, anschließend für 7 min bei 300 g 
zentrifugiert und in 200 µl 1x PBS gelöst. 
Die folgende DNA-Isolation wird mit dem QIAamp® DNA Mini Kit durchgeführt. 
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Abbildung 4: magentic cell separation (MACS) 
Erklärungen zu Abbildung 4: 
a) Inkubation der isolierten peripher-venösen mononukleären Zellen (PBMC) mit magnetischen 
CD20-Antikörpern (CD20 microbeads). 
b) Das Zellgemisch wird durch das Magnetfeld des Separators geleitet, bei dem die Zellen mit 
Antikörpern auf Grund der magnetischen Kräfte reteniert werden. Die CD20-negativen Zellen 
werden verworfen. 
c) Nach Abschalten des Magnetfeldes können die CD20-positiv markierten Zellen aufgefangen 
werden. 
3.15 DNA-Isolation mittels QIAamp® DNA Mini Kit 
Die DNA-Isolation aus B-Lymphozyten schließt sich an die zuvor beschriebene 
FACS- beziehungsweise MACS-Methode an. Nach dem Auflösen der 
Zellmembranen wird die DNA in ähnlicher Weise aufbereitet wie bei der 
Gelextraktion (s. III.3.5). Es werden wiederum die selektiven 
Bindungseigenschaften einer Silicagel-Membran in Verbindung mit 
Zentrifugationsschritten angewendet. 
 
Durchführung: 
Vorab werden die Zellmembranen der B-Lymphozyten mit der im Kit 
enthaltenen Proteinkinase K® (20 µl) und dem ebenfalls enthaltenen AL-Puffer 
in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß lysiert, um die enthaltene DNA freizusetzen. 
Durch Proteinkinase K® werden die membranösen Polypeptide der Zellen zu 
weniger komplexen Molekülen aufgespalten, die dann mit Ethanol 
ausgewaschen werden können. Dazu ist zuerst ein Puls-vortexen für 15 sec 
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und eine Inkubation für 10 min bei 56°C im Heizblock notwendig. Der Mix wird 
kurz abzentrifugiert und mit 200 µl Ethanol aufgefüllt. Es folgt wiederum ein 
Puls-vortexen und ein kurzes Abzentrifugieren. Anschließend transferiert man 
die Lösung vorsichtig in eine mit dem Extraktionskit mitgelieferte QIA-spin 
column®, zentrifugiert für 1 min bei 6000 g und verwirft den Durchfluss. Die in 
den Zellen enthaltene DNA ist nun an die in der Säule befindlichen Silica-
Membran gebunden und wird nachfolgend mit 500 µl AW1-Puffer von 
verbliebenen Zellresten gereinigt sowie für 1 min bei 6000 g zentrifugiert. In 
einem zweiten Waschschritt wird die Probe mit 500 µl AW2-Puffer für 3 min bei 
20000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird beide Male verworfen. Zur 
vollständigen Entfernung der Waschpuffer wird die Probe noch mal für 1 min bei 
20000 g zentrifugiert. Anschließend wird die Säule in ein frisches 
Reaktionsgefäß gegeben und die DNA kann mit 50 µl Elutionspuffer (AE-Buffer) 
bei 6000 g für 1 min in der Zentrifugation von der Membran gelöst werden. Die 
eluierte DNA-Konzentration wird nachfolgend mittels Photometer quantitativ 
bestimmt. 
3.16 Absorptionsspektrometrie (OD, optical density) zur Bestimmung der 
DNA-Konzentration 
Mit Hilfe eines Photometers kann die DNA-Konzentration einer Probe ermittelt 
werden. Gemessen wird dabei die Menge an UV-Strahlung (260 nm), die von 
DNA-Molekülen absorbiert und in Strahlung anderer Wellenlänge transformiert 
wird. Zwischen der absorbierten Lichtmenge und der DNA-Konzentration 
besteht ein linearer Zusammenhang. Daher kann die Absorption, auch 
Extinktion genannt, als Logarithmus aus einfallender Lichtintensität und 
austretender Lichtintensität (nach Passage der zu messenden Probe) 
dargestellt werden: log (I0/I). 
Die auf diese Weise isolierte DNA aus B-Lymphozyten wird dann analog zu der 
anfänglich verwendeten Patienten-DNA aus Vollblut eingesetzt (s. III.3.3 bis 
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IV. Ergebnisse 
1. Sequenz-Varianten im cosmc-Gen 
Die Sequenzanalyse der vorliegenden Arbeit wurde bei 39 Patienten à 10 Klone 
durchgeführt. Das zu analysierende cosmc-Gen bestand aus 957 bp. Damit 
wurden insgesamt 373230 bp sequenziert. 
Die Analyse der Nukleotidsequenzen ergab in der Hybridisierung mit der 
originalen cosmc-Sequenz [NM_001011551, gi58532583] 201 Abweichungen in 
der Basenabfolge bezogen auf die Analyse von insgesamt 373230 bp 
(Gesamtübersicht: s. Tabelle 14 und Tabelle 15). Nahezu jeder Patient zeigte in 
mindestens einem seiner Klone eine Variante der Nukleotidsequenz. Lediglich 
bei einem Patienten (NF31) waren keine Varianten zu ermitteln. Bei einer 
hohen Anzahl der Patienten (n=17) konnten fünf oder mehr Varianten 
festgestellt werden. Bei vier dieser Patienten zeigten sich sogar mehr als 10 
Varianten. Die maximale Anzahl von 17 Varianten konnte bei Patient F1 erfasst 
werden. Sechs der insgesamt 201 beobachteten Varianten ergaben durch die 
erfolgte Basensubstitution ein neu generiertes Stopp-Codon, welches zu einer 
Termination der Translation führt (s. IV.1.2 und Tabelle 7). 
Bei den beobachteten Varianten handelte es sich ausschließlich um 
Basensubstitutionen, die in der überwiegenden Anzahl (93%) zwischen 
komplementären Basen stattgefunden hatten (s. Abbildung 5). Als 
komplementäre Basen bezeichnet man die Purinbasen (Adenin, Guanin) sowie 
die Pyrimidinbasen (Thymin, Cytosin) untereinander (s. Abbildung 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Vergleich der Substitution von komplementären und nicht-komplementären Basen 
Erläuterungen zu Abbildung 5: 
Komplementäre Basen sind jeweils die Purinbasen (Adenin und Guanin) und die 
Pyrimidinbasen (Cytosin und Thymin) untereinander. 
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Abbildung 6: Strukturformeln der Nukleinbasen der DNA 
Purinbasen (Adenin und Guanin), grün dargestellt ist die Puringrundstruktur; Pyrimidinbasen 
(Cytosin und Thymin), blau dargestellt ist die Pyrimidingrundstruktur. 
1.1 Mehrfach nachweisbare Varianten (20%) 
Insgesamt wurden 201 Abweichungen von der Wildtypsequenz detektiert, die 
sich in 167 verschiedene Basenaustausche und 33 mehrfach nachweisbare 
Varianten unterteilen ließen. Dabei kam eine Variante (Nukleotidposition 547, 
c.547) dreifach vor, 32 Varianten zweifach. Neun dieser Varianten traten bei 
jeweils zwei Klonen eines Patienten auf. Besonders ausgeprägt war dieser 
Sachverhalt bei Patient F1, bei dem drei Varianten übereinstimmend im Klon 2 
und Klon 5 ermittelt werden konnten (c.333 T>C, c.707 C>T und c.1012 T>C) 
(s. Tabelle 4). 
 
Tabelle 4: Übersicht über mehrfach beobachtete Varianten im cosmc-Gen 
Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf den Klon NM_001011551 [gi58532583]. 
Nicht-familiäre IgAN-Patienten sind mit „NF“ codiert, familiäre IgAN Patienten mit „F“. 
Patientencodierung Variante Anzahl 
NF7, NF26 c.210 T>C 2x 
NF5, NF12 c.348 A>T 2x 
NF2 (2x) c.544 A>G 2x 
NF7, NF23 (2x) c.547 A>T, A>C, A>G 3x 
NF17, NF24 c.606 G>C 2x 
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NF14, NF29 c.624 T>C 2x 
NF27, NF32 c.727 A>G 2x 
NF2, NF4 c.763 A>G 2x 
NF33 (2x) c.833 G>A 2x 
NF8 (2x) c.889 A>G 2x 
NF22, NF27 c.895 T>C 2x 
NF3, NF19 c.953 A>G 2x 
NF3, NF29 c.983 T>C 2x 
NF21, NF27 c.1002 T>C 2x 
NF27, NF32 c.1043 A>G 2x 
NF7, NF26 c.1102 C>T 2x 
NF20, NF28 c.1122 A>G 2x 
F1 (2x) c.333 T>C 2x 
F1 (2x) c.707 C>T 2x 
F1 (2x) c.1012 T>C 2x 
F4 (2x) c.1006 T>C 2x 
F5 (2x) c.935 T>C 2x 
NF17, F6 c.212 A>G 2x 
NF3, F3 c.253 A>G 2x 
NF28, F3 c.518 A>G 2x 
NF12, F5 c.551 T>C 2x 
NF21, F4 c.656 A>G 2x 
NF13, F1 c.792 A>G 2x 
NF19, F2 c.796 T>C 2x 
NF30, F2 c.812 A>G 2x 
NF3, F5 c.855 T>C 2x 
NF3, F3 c.862 T>C 2x 
NF20, F1 c.1040 A>G 2x 
 
1.2 Auswirkungen der Sequenzvarianten 
Von den 201 beobachteten Varianten würden 138 einen Austausch der 
jeweiligen Aminosäure in dem codierten Chaperon cosmc bewirken. Sechs der 
Substitutionen ergaben ein neu generiertes Stopp-Codon innerhalb der 
codierenden Sequenz, welches zum Abbruch der Translation führt. Die übrigen 
57 Varianten hatten keine direkten Auswirkungen auf das Translationsprodukt 
und können daher als stumme Varianten bezeichnet werden. Die Kon-
sequenzen der Basensubstitutionen für das Protein sind in detaillierter Form in 
Tabelle 15 dargestellt. 
2. Bekannter Polymorphismus c.568 T>A D131E 
Neben den zuvor beschriebenen Varianten wurde bei 36% der Patienten (n=14) 
der bereits in der Literatur beschriebene SNP an der Nukleotidposition 568 
(c.568 T>A D131E) nachgewiesen [ncbi: rs17261572]. Bedingt durch eine 
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abweichende Nummerierung der Nukleotide wird dieser Polymorphismus bei 
Ju et al. sowie bei Li et al. als Polymorphismus c.393 T>A beziehungsweise als 
SNP T393A bezeichnet [Ju et al., 2005; Li et al., 2007]. 
Die Auswirkung des Polymorphismus (s. Abbildung 7) auf die Proteinsequenz 
ist ein Austausch der hydrophilen Aminosäure Aspartat gegen die ebenfalls 
hydrophile Aminosäure Glutamat an der Position 131 des Proteins 
(p.Asp131Glu). Es handelt sich dabei um einen konservativen 
Aminosäureaustausch, der keine bekannte Veränderung der Proteinfunktion zur 
Folge hat [Ju et al., 2005; Li et al., 2007]. 
Der Anteil des A-Allels lag in einer Untersuchung des HapMap Projekts 
[www.hapmap.org] mit europäischen Probanden (n=120) bei 32% und 
entspricht daher nahezu der Verteilung des Polymorphismus in dem 
vorliegenden Patientenkollektiv. 
 
   
Abbildung 7: Darstellung des Polymorphismus c.568 T>A (s. X.5) 
a) Wildtyp      b) Polymorphismus 
 
Bei 12 dieser Patienten war der Polymorphismus in allen 10 Klonen 
detektierbar, bei einem Patienten zeigte er sich nur bei neun von 10 Klonen, bei 
einem weiteren Patient lediglich bei einem Klon (s. Tabelle 5). 
 
Tabelle 5: Verteilung des vorbekannten Polymorphismus c.568 T>A [ncbi: rs17261572] 
Anzahl der Klone/ Pat. Patientencodierung  
10/10 Klone NF1, NF5, NF7, NF11, NF14, NF16,  
NF17, NF19, NF21, NF31, NF32, F5 
9/10 Klone NF23 
1/10 Klone NF26 
 
Die Tatsache, dass bei Patient NF23 der Polymorphismus nur in neun von 10 
Klonen und bei Patient NF26 lediglich in einem Klon nachgewiesen werden 
konnte, war Anlass für eine Wiederholung der entsprechenden 
Sequenzierungen. Dabei ließ sich der Polymorphimus c.568 T>A bei Patient 
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NF23 zweifelsfrei nachweisen, bei Patient NF26 war er nicht nachweisbar. Eine 
Variante im Mosaik, bei dem nur einzelne Klone den Polymorphismus 
enthielten, konnte bei beiden Patienten auf Grund des eindeutigen 
Sequenzierungsergebnisses ausgeschlossen werden. 
3. Analyse der cosmc-Sequenz an isolierten B-Lymphozyten 
Die Sequenzierungsergebnisse ergaben insgesamt 33 Varianten, die in 
mehreren Klonen detektiert werden konnten. Neun dieser Varianten wurden bei 
jeweils zwei Klonen desselben Patienten nachgewiesen (s. Tabelle 6). Diese 
mehrfach bei einem Patienten beobachteten Varianten sprachen für eine 
mögliche cosmc-Mutation im Mosaik und sollten daher in einer weiterführenden 
Analyse verifiziert werden. Ebenso waren Varianten, die durch die 
Basensubstitution ein Stopp-Codon generierten, im Hinblick auf eine cosmc-
Mutation von besonderem Interesse. Eine derartige Basensubstitution wurde 
bei sechs Patienten erfasst (s. Tabelle 7). 
Es ist davon auszugehen, dass eine cosmc-Mutation bei IgAN-Patienten vor 
allem in den Zellen nachweisbar sein müsste, die die Produktion von IgA1-
Molekülen gewährleisten. Daher sollte in einem nachfolgenden Schritt die DNA 
von isolierten IgA1-produzierenden Zellen analysiert werden. Bei diesen Zellen 
handelt es sich um Plasmazellen, die jedoch auf Grund ihrer Lokalisation im 
Knochenmark nur schwierig zu isolieren sind. Infolgedessen wurden in der 
vorliegenden Arbeit B-Lymphozyten als Vorstufe der Plasmazellen, aus 
peripherem Blut isoliert und anschließend molekulargenetisch analysiert 
(s. III.3.13 bis III.3.15). 
Für diese weiterführende Analyse wurden drei Patienten mit nicht-familiärer 
IgAN ausgewählt. Die Auswahl geschah auf Grund von auffälligen Varianten bei 
den bis dahin durchgeführten Sequenzanalysen (s. Tabelle 6 und Tabelle 7): 
Bei Patient NF23 war eine zweifach vorkommende Variante (c.547 A>C und 
c.547 A>G) sowie zwei neu generierte Stopp-Codons (c.444 G>A und 
c.573 T>G) auffällig gewesen. Patient NF33 zeigte in zwei von 10 Klonen eine 
gleichartige Variante an Position 833 (c.833 G>A). 
Der dritte ausgewählte Patient, NF5, wies eine weitere Variante (c.990 C>A) mit 
der Konsequenz eines Stopp-Codons auf. 
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Tabelle 6: Varianten, die bei mehreren Klonen eines Patienten beobachtet wurden. 
Gelb unterlegt sind die für die B-Lymphozytenisolation ausgewählten Patienten. 
Patientencodierung Variante betroffene Klone 
NF2 c.544 A>G Klon 2 u. 9 
NF8 c.889 A>G Klon 5 u. 8 
NF23 c.547 A>C und A>G Klon 8 u. 9 
NF33 c.833 G>A Klon 1 u. 4 
F1 c.333 T>C Klon 2 u. 5 
F1 c.707 C>T Klon 2 u. 5 
F1 c.1012 T>C Klon 2 u. 5 
F4 c.1006 T>C Klon 7 u. 10 
F5 c.935 T>C Klon 2 u. 6 
 
Tabelle 7: Varianten, die zu einem Stopp-Codon führten. 
Gelb unterlegt sind die für die B-Lymphozytenisolation ausgewählten Patienten. 
Patientencodierung Variante betroffene Klone 
NF1 c.839 C>T Klon 1 
NF5 c.990 C>A Klon 9 
NF7 c.547 A>T Klon 6 
NF23 c.444 G>A Klon 4 
NF23 c.573 T>G Klon 3 
F5 c.592 G>A Klon 8 
 
Die Ergebnisse dieser Analyse bestätigten bei Patient NF5 und NF23 den zuvor 
bei diesen Patienten beobachteten Polymorphismus (c.568 T>A). Bei Patient 
NF33 lag weder in der ursprünglichen Vollblut-DNA noch in der aus B-
Lymphozyten isolierten DNA ein Polymorphismus vor. Neben dem 
Polymorphismus konnten weitere 16 Varianten bei der Sequenzierung der B-
Lymphozyten-DNA ermittelt werden, von denen keine die Varianten in der 
ursprünglichen Vollblut-DNA der entsprechenden Patienten bestätigte 
(s. Tabelle 8). 
Bei keinem der 30 B-Lymphozyten-Klone konnte eine Stopp-Variante detektiert 
werden (s. Tabelle 17). Die zuvor beobachteten Stopp-Varianten der drei für die 
B-Lymphozyten-Analyse ausgewählten Patienten konnten nicht bestätigt 
werden (s. Tabelle 8). 
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Tabelle 8: Vergleich zwischen Varianten in der Sequenzierung der Vollblut-DNA und der 
Sequenzierung der B-Lymphozyten-DNA bei n=3 Patienten mit nicht-familiärer IgAN 
Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf den Klon NM_001011551 [gi58532583]. 
Gelb unterlegt ist der bei den Patienten NF5 und NF23 bestätigte Polymorphismus (c.649 T>A). 
In roter Schrift sind die cosmc-Varianten gekennzeichnet, die mittels isolierter DNA aus B-
Lymphozyten verifiziert werden sollten. 
Patientencodierung Nukleotidposition Bp-Variante AS-Variante betroffene Klone 
NF5 c.568 T>A Asp131Glu Klon 1-10 
 c.348 A>T Asp58Val Klon 2 
 c.188 A>G Ser5Gly Klon 6 
 c.990 C>A Stopp Klon 9 
BL5 c.568 T>A Asp131Glu Klon 1-10 
 c.632 A>G Asn153Asp Klon 1 
 c.922 A>G Stumm Klon 1 
 c.791 A>G Lys206Glu Klon 1 
 c.1001 G>A Val276Ile Klon 3 
 c.194 T>C Ser5Pro Klon 5 
 
NF23 c.568 T>A Asp131Glu Klon 1-6, 8-10 
 c.685 C>T stumm Klon 2 
 c.573 T>G Stopp Klon 3 
 c.444 G>A Stopp Klon 4 
 c.547 A>C Lys124Asn Klon 8 
 c.547 A>G stumm Klon 9 
 c.1000 T>C stumm Klon 9 
 c.985 T>C stumm Klon 10 
BL23 c.568 T>A Asp131Glu Klon 1-10 
 c.1128 A>G Asp318Gly Klon 5 
 c.874 T>C stumm Klon 7 
 c.632 A>G Asn153Asp Klon 8 
 c.1036 T>C stumm Klon 9 
 
NF33 c.833 G>A Asp220Asn Klon 1 
 c.833 G>A Asp220Asn Klon 3 
 c.897 A>G Asp241Gly Klon 5 
 c.266 G>A Gly31Ser Klon 8 
BL33 c.292 T>C stumm Klon 1 
 c.624 T>C Ile150Thr Klon 1 
 c.369 A>G Lys65Arg Klon 2 
 c.533 T>C stumm Klon 2 
 c.579 A>G Asp135Gly Klon 7 
 c.197 T>C Phe8Leu Klon 7 
 c.1011 A>G Asn279Ser Klon 8 
 
Zusätzlich zu der Analyse der B-Lymphozyten-DNA wurde die ursprüngliche 
Vollblut-DNA der Patienten NF8, NF23 und NF33 (s. Tabelle 6) ohne 
vorangegangene Klonierung in einer Sequenzier-PCR amplifiziert und 
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anschließend sequenziert. Die mehrfach beobachteten Varianten bei diesen 
Patienten konnten auch mit diesem Vorgehen nicht bestätigt werden. 
 
Um die Stopp-Varianten der Patienten NF5, NF7 und NF23 mit einem dritten 
Verfahren überprüfen zu können, wurden die verschiedenen Reaktionsschritte 
der Analyse einzeln wiederholt (zur Übersicht: s. Abbildung 2). 
Eine Wiederholung der Sequenzier-PCR und der anschließenden 
Sequenzierung ergab bei allen vier zu untersuchenden Klonen die jeweilige 
Stopp-Variante, ebenso die Wiederholung der Kolonie-PCR anhand der 
gepickten Klone mit einer nachfolgenden Sequenzier-PCR und einer 
Sequenzierung. Jedoch konnte eine Sequenzierung der Vollblut-DNA der drei 
Patienten ohne vorangegangene Klonierung keine der vier Stopp-Varianten 
bestätigen (s. Tabelle 9). 
 
Tabelle 9: Wiederholung einzelner Reaktionsschritte zur Überprüfung von vier Stopp-Varianten 
Zu bestätigende Ergebnisse Versuch der Bestätigung durch Sequenzierung 
Patienten-
codierung 
Stopp-
Variante 
Position der Vollblut-DNA 
ohne Klonierung 
der DNA einer 
erneuten Kol-PCR + 
anschließender 
Seq.-PCR 
nach erneuter 
Seq.-PCR 
NF5 Klon 9 c.990 nicht nachweisbar nachweisbar nachweisbar 
NF7 Klon 6 c.547 nicht nachweisbar nachweisbar nachweisbar 
NF23 Klon 3 c.573 nicht nachweisbar nachweisbar nachweisbar 
NF23 Klon 4 c.444 nicht nachweisbar nachweisbar nachweisbar 
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V. Diskussion 
Die Sequenzierung des X-chromosomal gelegenen cosmc-Gens bei insgesamt 
39 Patienten mit IgAN (n=33 Patienten mit nicht-familiärer IgAN und n=6 
Patienten mit familiärer IgAN) ergab insgesamt 201 Abweichungen von der 
Wildtypsequenz (s. IV.1). 
Bei diesen Abweichungen handelte es sich um 167 verschiedene Varianten, 
von denen 33 mehrfach vorkamen. 
Zudem ließ sich bei 36% der Patienten der Polymorphismus c.568 T>A D131E 
nachweisen [ncbi: rs17261572]. 
1. Interpretation der Sequenzierungsergebnisse 
1.1 Mehrfach nachgewiesene Varianten 
Unter den 33 mehrfach nachgewiesenen Varianten befanden sich neun 
Varianten, die bei mehreren Klonen des jeweiligen Patienten auftraten 
(s. Tabelle 6) und insofern mit einer Mutation im Mosaik vereinbar waren. 
Zudem wurden insgesamt sechs Stopp-Varianten detektiert. Von diesen 
Veränderungen waren insgesamt 10 Patienten betroffen, sieben Patienten mit 
nicht-familiärer IgAN und drei Patienten mit familiärer IgAN. 
Für eine Verifizierung dieser Ergebnisse wurde die DNA von isolierten B-
Lymphozyten – als Vorläuferzellen der IgA-synthetisierenden Plasmazellen – 
von drei dieser Patienten (NF5, NF23, NF33) in einer weiteren Analyse 
molekulargenetisch untersucht. Die Sequenzierungsergebnisse wurden in 
Tabelle 8 den Sequenzierungsergebnissen der Vollblut-DNA der betreffenden 
Patienten gegenübergestellt. 
 
Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen und interpretieren: 
1) Drei von 10 auffälligen Patienten (Patienten mit Varianten, die mindestens 
zwei von 10 Klonen betrafen oder Patienten mit Stopp-Varianten) wurden für 
eine Isolation der B-Lymphozyten-DNA ausgewählt. Bei diesen drei Patienten 
waren in der Vollblut-DNA-Analyse insgesamt 14 Varianten aufgetreten, unter 
denen zwei mehrfach vorkommende Varianten und drei Stopp-Varianten 
verifiziert werden sollten. Diese 14 Varianten ließen sich jedoch durch die 
Sequenzierung der B-Lymphozyten-DNA ebensowenig bestätigen wie die drei 
Stopp-Varianten. Stattdessen waren 16 neu aufgetretene Varianten bei der 
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Analyse der B-Lymphozyten nachweisbar, die nicht mit denen der Vollblut-
Analyse in Zusammenhang gebracht werden konnten. Einzig der 
Polymorphismus c.568 T>A war bei zwei dieser Patienten sowohl in der 
Vollblut-Analyse als auch in der B-Lymphozyten-Analyse konsequent 
nachweisbar (s. Tabelle 10 und Tabelle 15). 
 
2) Um einige der beobachteten Varianten durch einen weiteren Versuch zu 
bestätigen, wurde die DNA von drei auffälligen Patienten (NF8, NF23 und 
NF33) ohne eine vorangegangene Klonierung sequenziert. Dabei konnte keine 
der 12 verschiedenen, bei diesen Patienten beobachteten Varianten erneut 
nachgewiesen werden. Die drei mehrfach aufgetretenen Varianten und die zwei 
Stopp-Varianten waren ebenfalls nicht nachweisbar. Es ließen sich, anders als 
in der Analyse der B-Lymphozyten-DNA, keine weiteren Varianten beobachten. 
Auch in dieser Untersuchung war lediglich der Polymorphismus des Patienten 
NF23 eindeutig dokumentierbar (s. Tabelle 10 und Tabelle 15). 
 
Tabelle 10: Zusammenfassung der Sequenzierungsergebnisse bei Patienten mit mehrfach 
vorkommenden Varianten oder Stopp-Varianten sowie der Sequenzierungsergebnisse der 
isolierten B-Lymphozyten. 
Gelb unterlegt sind die für die B-Lymphozytenisolation ausgewählten Patienten. 
Der Polymorphismus c.568 T>A wurde in der Tabelle mit „c.568“ abgekürzt. 
 
Sequenzierung 
Vollblut-DNA 
Sequenzierung 
B-Lymphoz.-DNA 
Sequenzierung 
ohne Klonierung 
Patienten-
codierung 
Σ Var. 
bei 2/10 
Klonen 
Σ Stopp-
Var. 
Σ aller 
Var. 
c.568 bestätigte 
Varianten 
c.568 
bestätigt 
bestätigte 
Varianten 
c.568 
bestätigt 
NF1 0 1 2 x - - - - 
NF2 1 0 8 0 - - - - 
NF5 0 1 3 x 0/3 + 5 neue x -  
NF7 0 1 3 x - - - - 
NF8 1 0 4 0 - - 0/4 0 
NF23 1 2 7 x 0/7 + 4 neue x 0/7 x 
NF33 1 0 4 0 0/4 + 7 neue 0 0/4 0 
F1 3 0 15 0 - - - - 
F4 1 0 8 0 - - - - 
F5 1 1 10 x - - - - 
Summe 9 6 - - 0/14 + 16 neue 2/2 0/15 1/1 
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3) Bei den Patienten NF7 und NF33 zeigten die Sequenzierungsergebnisse drei 
unterschiedliche Varianten an der Position 547: c.547 A>C, A>T, A>G 
(s. Tabelle 4). Zwei dieser Varianten waren bei Patient NF33, die dritte Variante 
bei Patient NF7 an derselben Position nachweisbar. Die unterschiedlichen 
Basen-Substitutionen an dieser Position weisen auf ein zufälliges Geschehen 
hin, da auch diese Varianten weder in der Analyse der B-Lymphozyten-DNA 
(bei Patient NF33, s. Tabelle 10) noch bei der Sequenzierung der nicht-
eingeklonten DNA (bei Patient NF7) verifiziert werden konnten. 
 
4) Um vier weitere Stopp-Varianten zu untersuchen, wurde ein zusätzlicher 
Bestätigungsversuch durchgeführt. Dabei wurden bei den drei Patienten NF5, 
NF7 und NF23 die verschiedenen Reaktionsschritte der Analyse wiederholt, um 
festzustellen, ob sich die Stopp-Varianten in allen Reaktionsschritten 
reproduzieren lassen oder ob es sich bei den Varianten möglicherweiser um 
Artefakte der jeweiligen Reaktionen handeln könnte. Die Reaktionsschritte, in 
denen ein Artefakt hätte auftreten können, sind chronologisch betrachtet die 
erste PCR, die Ligation, die Kolonie-PCR (zweite PCR), die Sequenzier-PCR 
sowie die Sequenzierungsanalyse (s. Abbildung 2). Um nachvollziehen zu 
können, an welchem Reaktionsschritt eine mögliche Artefaktbildung stattfand, 
wurden die Reaktionsschritte einzeln mit den konservierten Reaktionsproben 
wiederholt. Die Ergebnisse zeigten, dass sich die Stopp-Varianten zwar 
einheitlich in einer erneuten Sequenzier-PCR mit anschließender 
Sequenzierung sowie in einer wiederholten Kolonie-PCR mit folgender 
Sequenzier-PCR und Sequenzierung nachweisen ließen, nicht jedoch in einer 
Sequenzierung der Vollblut-DNA ohne vorangegangene Klonierung (s. IV.3 und 
Tabelle 9). Damit wird deutlich, dass die Varianten in einer Wiederholung der 
ursprünglichen Patienten-DNA nicht reproduzierbar waren und eine 
Artefaktbildung innerhalb der ersten PCR beziehungsweise während der 
Ligation stattgefunden haben musste. 
 
5) Im Gegensatz zu den nicht-reproduzierbaren Varianten ließ sich der 
Polymorphismus c.568 T>A durch zwei verschiedene Verfahren gleichbleibend 
bestätigen. Der Nachweis des Polymorphismus bei 36% der untersuchten 
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Patienten stimmt mit der für ein europäisches Kollektiv erwarteten Verteilung 
von 32% [www.hapmap.org] nahezu überein. 
 
Aus den oben genannten Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass es sich 
bei den beobachteten Varianten mit Ausnahme des Polymorphismus c.568 T>A 
um nicht-reproduzierbare Ereignisse handelt, die als Artefakte anzusehen sind, 
welche sich mit großer Wahrscheinlichkeit bedingt durch eine mögliche 
Ungenauigkeit der Taq-Polymerase bei der Amplifizierung des cosmc-Gens 
innerhalb der ersten PCR manifestierten. Eine Artefaktbildung während der 
Ligation des Genabschnittes in das Plasmid ist unwahrscheinlich, da das 
Genprodukt bei der Ligation nicht modifiziert, sondern als eine Einheit in das 
Plasmid integriert wird. Die während des Koloniewachstums stattfindende 
Vermehrung der einklonierten Plasmide ist jedoch ebenfalls als 
Replikationsschritt und damit als mögliche Quelle von Artefakten zu werten. 
 
Die Annahme, dass es sich bei den Varianten um Artefakte der Amplifizierung 
handelt, wird gestützt durch die Tatsache, dass alle 201 Varianten 
Substitutionen einzelner Nukleinbasen sind, die in der überwiegenden Mehrzahl 
(93%) zwischen komplementären Basen stattfanden (s. Abbildung 5 und 
Tabelle 16). Eine solche Basensubstitution wird als Transition bezeichnet und 
findet durch die ähnliche Molekularstruktur der zueinander komplementären 
Basen häufiger statt als ein Austausch von nicht-komplementären Basen 
(Transversion). 
Ursächlich für die beobachteten Transitions-Artefakte können Strukturisomeren 
der Nukleinbasen sein. Adenin und Cytosin liegen üblicherweise in ihrer 
Aminoform (NH2) vor. Sie können jedoch in einer reversiblen Reaktion durch 
eine intramolekulare Verlagerung des Protons in ihre Iminoform (NH) 
verschoben werden. Die beiden Formen stehen in einem Gleichgewicht 
zueinander, welches bei physiologischem pH-Wert stark auf der Seite der 
Aminoform liegt. Man bezeichnet diese Art des Gleichgewichts als Tautomerie. 
In ähnlicher Form können die Basen Thymin und Guanin von ihrer üblichen 
Ketoform (C=O) in die seltene Enolform (C-OH) wechseln. Durch die 
unterschiedliche Positionierung des Protons kommt es zu einer Verschiebung 
der Polarität und damit zur Veränderung der Wasserstoffbrückenbindungen 
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zwischen den Basen. Existiert eine Base während der DNA-Replikation in ihrer 
seltenen tautomeren Form, kann es zum Einbau eines falschen Nukleotids in 
den neu synthetisierten Tochterstrang kommen (s. Tabelle 11). Die Iminoform 
des Adenins paart in dem Fall nicht wie üblich mit Thymin, sondern mit Cytosin; 
ebenso paart die Iminoform des Cytosins nicht mit Guanin, sondern mit Adenin. 
Desgleichen ist bei der Enolform des Guanins eine Bindung zu Thymin anstelle 
zu Cytosin zu beobachten und bei der Enolform des Thymins eine Bindung zu 
Guanin anstelle zu Adenin. Damit kommt es zu Fehlpaarungen mit der jeweils 
komplementären Base. 
Das Gleichgewicht zwischen den Strukturisomeren kann u.a. durch den pH-
Wert beeinflusst werden. Generell wird der benötigte pH-Wert einer PCR durch 
die im jeweiligen Kit enthaltenen Puffer gewährleistet. Der AccuPrime™-
Puffer II bewirkt einen pH-Wert von 8,9. Da der pH-Wert jedoch während der 
Reaktionen nicht kontrolliert wurde, ist eine Änderung desselben theoretisch 
möglich. Weitere Einflusfaktoren werden in V.1.2 diskutiert. 
 
Tabelle 11: Fehlpaarungen beim Vorliegen der tautomeren Formen der Nukleinbasen 
normale Form seltene tautomere Form beobachteter Basenaustausch 
Adenin (Amino) – Thymin Adenin (Imino) – Cytosin T>C 
Cytosin (Amino) – Guanin Cytosin (Imino) – Adenin G>A 
Guanin (Keto) – Cytosin Guanin (Enol) – Thymin C>T 
Thymin (Keto) – Adenin Thymin (Enol) – Guanin A>G 
 
1.2 Beobachtete Variationsrate (VR) der Taq-Polymerase und mögliche 
Einflussfaktoren 
Für eine Beurteilung der beobachteten Variationsrate der Taq-Polymerase 
sollte diese mit bereits in der Literatur beschriebenen Fehlerraten von 
Amplifikationsreaktionen [Cline et al., 1996] verglichen werden. 
Für eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist die beobachtete Anzahl der 
Abweichungen von der Wildtypsequenz bei dem Gesamtkollektiv von 390 Klone 
(k=390) in einem Verhältnis zu der Länge des amplifizierten Genabschnittes 
und der Anzahl der Vervielfältigungen zu sehen. 
Die Variationsrate (VR, variation rate) entspricht daher der beobachteten 
Anzahl von Varianten (mf=201, mutant frequency), die ins Verhältnis zu den 
amplifizierten Basenpaaren (bp=957) und Matrizenvervielfältigung (d, template 
doublings) gesetzt werden [Cline et al., 1996]. 
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VR = mf / (bp x d) 
Dabei lässt sich der Vervielfältigungsindex d wie folgt als Quotient der erzielten 
PCR-Produktmenge (400 ng / 25 µl) und der PCR-Ausgangsmenge (80 ng) 
bestimmen: 
d = PCR-Produktmenge [ng] / PCR-Ausgangsmenge [ng] 
Die Anzahl der PCR-Zyklen wird bei dieser durch Cline et al. etablierten 
Kalkulation [Cline et al., 1996] indirekt in dem Quotienten d berücksichtigt, 
welcher durch das Verhältnis von PCR-Ausgangsmenge zu 
PCR-Produktmenge als Approximation für den Einfluss der Zyklenzahl zu 
werten ist. 
Die zweite PCR (auch als Kolonie-PCR bezeichnet) wird mit dem Faktor 2 
einbezogen. Die Gesamtanzahl der 390 Klone (k) wird im Quotienten 
berücksichtigt: 
VR = 2 x [mf / (bp x d x k)] 
 
Formelzeichen: 
mf = 201 Varianten 
bp = 957 amplifizierte Basenpaare 
d = 400 ng / 80 ng  d = 5  
k = 390 Klone 
VR = 2 x [201 / (957 x 5 x 390) ] 
VR = 2,15 x 10-4 
Die errechnete Variationsrate liegt bei 2 x 10-4 Varianten / bp / Vervielfältigung. 
Für eine Einschätzung der in dieser Arbeit beobachteten Variationsrate können 
in anderen Studien experimentell ermittelte Fehlerraten der verschiedenen 
DNA-Polymerasen dienen (s. Tabelle 12). Cline et al. untersuchten die 
Genauigkeit der DNA-Polymerasen Pfu (Pyrococcus furiosus), Vent 
(Thermococcus litoralis), Deep Vent (Pyrococcus species GB-D) sowie der Taq 
(Thermophilus aquaticus) [Cline et al., 1996]. Die ermittelten Fehlerraten der 
Polymerasen lagen bei 1,3 bis 8,0 x 10-6, wobei die Taq-Polymerase auf Grund 
der fehlenden proofreading-Funktion im Vergleich mit den drei anderen 
Enzymen die höchste Fehlerrate erzielte. 
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Tabelle 12: Experimentell ermittelte Fehlerraten von verschiedenen DNA-Polymerasen. 
Die Fehlerrate wird mit der Einheit „Fehlerrate / Basenpaar / Vervielfältigung“ angegeben; 
Standardabweichung (SD, standard deviation), Pfu: Pyrococcus furiosus, Vent: Thermococcus 
litoralis, Deep Vent: Pyrococcus species GB-D, Taq: Thermophilus aquaticus. 
DNA-Polymerase Fehlerrate (x 10-6) + SD 
Pfu 1,3 + 0,2  
Vent 2,7 + 0,2 
Deep Vent 2,8 + 0,9 
Taq 8,0 + 3,9 
 
Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Variationsrate der Amplifikations-
reaktionen liegt ungeachtet der proofreading-Funktion der AccuPrime™-Taq-
DNA-Polymerase um zwei 10er-Potenzen höher als die von vergleichbaren 
Amplifikationen (s.Tabelle 12). 
Diese Abweichungen lassen sich zum einen durch Ungenauigkeiten der 
semiquantitativen Bestimmung der PCR-Produkt- und Ausgangsmenge 
(Vervielfältigungsindex d) erklären, zum anderen kann eine vermehrte 
Ausbildung von tautomeren Basenformen eine Erklärung für die hohe 
Variationsrate darstellen (s. V.1.1). Faktoren, welche die Ausbildung von 
tautomeren Basenformen beeinflussen, können der pH-Wert, die Anlagerungs-
Temperatur, die Konzentration von Magnesiumsulfat (MgSO4) sowie die 
Konzentration der eingesetzten dNTPs sein [Cline et al., 1996; Kunkel, 1992]. 
Ferner handelt es sich bei der Vermehrung der einklonierten Plasmide in den 
Bakterien ebenfalls um einen Replikationsvorgang mit einem möglichen 
Einfluss auf die Ausprägung von Varianten. 
Die Etablierung der PCR-Bedingungen im Rahmen dieser Untersuchung 
gestaltete sich problematisch, so dass die zuvor genannten Einflussgrößen 
mehrfach variiert werden mussten. Die Anlagerungs-Temperatur, die Anzahl 
der Zyklen sowie die eingesetzte DNA-Konzentration wurden in verschiedenen 
Konstellationen erprobt. Dabei lag die verwendete Anlagerungs-Temperatur von 
57°C (s. III.3.3) genau zwischen den idealen Temperaturen der beiden 
eingesetzten Primer (Primer forward: 58°C, Primer revers: 56°C, Berechnung 
s. III.3.3). Die Konzentration des benötigten Magnesiumsulfats entsprach mit 
2 mM MgSO4 der Konzentration, die experimentell die geringste Fehlerrate 
ergeben hatte [Cline et al., 1996]. Die dNTPs waren bereits im AccuPrime™-
Puffer II enthalten, lagen jedoch mit 2 mM je dNTP im Vergleich zu der von 
Cline et al. ermittelten idealen Konzentration (0,4 mM) sehr hoch [Cline et al., 
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1996]. Die Arbeitsgruppe hatte bei steigenden dNTP-Konzentrationen trotz 
einer proofreading-Funktion des Enzyms eine erhöhte Fehlerrate ermittelt. 
Die Menge des AccuPrime™-Puffers II sowie die DNA-Menge entsprachen 
gemäß dem Protokoll der AccuPrime™-Taq-Polymerase den empfohlenen 
Konzentrationen. Lediglich die Konzentration der beiden Primer und der Taq-
Polymerase waren aus Gründen der Durchführbarkeit doppelt so hoch wie im 
Protokoll beschrieben. 
Ob eine der genannten Bedingungen für die erhöhte Fehlerrate verantwortlich 
ist, kann anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig beantwortet werden. 
1.3 Beurteilung der Methodik sowie der ausgewählten Zellsubpopulation 
Eine Methodik ist nach ihren Gütekriterien Objektivität, Reliabilität und Validität 
beurteilbar. Dabei unterteilt sich die Objektivität in die drei Unterkategorien 
Durchführungsobjektivität, Auswertungsobjektivität und Interpretations-
objektivität. Alle drei Bereiche der Objektivität wurden in der vorliegenden Arbeit 
durch die Etablierung standardisierter Versuchsanordnungen sowie durch die 
Verwendung von einheitlicher Sequenzier-Software (SequenceAnalysis® v 5.2, 
SeqScape® v 2.5 und SequenceAnalysis® v 3.3) gewährleistet. 
Die Reliabilität einer Methodik ist ein Maß für die Replizierbarkeit der 
Ergebnisse unter gleichen Bedingungen. Die Ergebnisse der vorliegenden 
Analyse des cosmc-Gens zeigen zum einen den stabil nachweisbaren 
Polymorphismus an der Position c.568 zum anderen eine große Anzahl an 
nicht-reproduzierbaren Varianten. Im Bezug auf den Polymorphismus 
c.568 T>A zeichnet sich die vorliegende Arbeit durch eine hohe Retest- und 
Paralleltest-Reliabilität aus, da dieser sowohl in Wiederholungsreaktionen als 
auch in weiteren, davon unterschiedlichen Bestätigungsreaktionen 
nachgewiesen werden konnte. Die beobachteten Varianten zeigten keine Form 
der Reliabilität. 
Die Validität bezeichnet die Tatsache, dass eine Analyse die gewünschten 
Parameter erfassen kann. Sie kann als konvergente oder divergente Validität 
vorliegen. Eine konvergente Validität ist in den verschiedenartigen 
Bestätigungsreaktionen nur für den Polymorphismus c.568 T>A, nicht jedoch 
für die Varianten gegeben. 
Es zeigte sich, dass die angewandte Methodik generell geeignet ist, 
Veränderungen der Gensequenz, wie im Fall des Polymorphimus c.568 T>A, zu 
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detektieren. Für die beobachteten Varianten liegt jedoch auf Grund der hohen 
Variationsrate weder eine ausreichende Reliabilität noch eine Validität vor. Es 
ist anzunehmen, dass das hohe Ausmaß der beobachteten Varianten auf 
methodische Artefakte zurückzuführen ist. 
 
Da sich die zunächst beobachteten Varianten in der Analyse der B-
Lymphozyten-DNA nicht bestätigen ließen, sollte zusätzlich zur Beurteilung der 
Methodik auch eine Beurteilung der ausgewählten Zellsubpopulation erfolgen. 
Denkbar wäre, dass es sich bei den untersuchten B-Lymphozyten um eine 
Zellsubpopulation handelt, die von einer möglichen cosmc-Mutation im Mosaik 
nicht betroffen wäre. In dem Fall wäre diese, trotz Vorliegen einer solchen 
Veränderung, bei den ausgewählten Patienten durch die Analyse der B-
Lymphozyten nicht verifizierbar. Die Ergebnisse der Analyse der Vollblut-DNA 
ohne vorangegangene Klonierung (s. Tabelle 9 und Tabelle 10) bestärken 
allerdings die Annahme, dass es sich bei den nicht-reproduzierbaren Varianten 
eher um Artefakte der Amplifizierung als um die falsche Zellsubpopulation 
handelt, da beim Vorliegen einer solchen Mutation sich diese 
konsequenterweise ebenfalls in der Sequenzierung der nicht-eingeklonten DNA 
hätte nachweisen lassen müssen. Sollte jedoch nur eine sehr geringe Anzahl 
von Zellen von einer solchen Genveränderung betroffen sein, würde ein 
derartiger Nachweis falsch-negativ ausfallen. 
Qin et al. hatten bei IgAN-Patienten im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv eine 
verminderte Expression des Chaperons cosmc in isolierten B-Lymphozyten 
nachweisen können [Qin et al., 2005]. Die zudem von ihnen untersuchte 
Expression der C1GALT1 wies keine verminderte Expression in B-Lymphozyten 
auf, korrellierte jedoch in ihrer Enzymaktivität eng mit der gemessenen cosmc-
Expression. Die untersuchten B-Lymphozyten waren von der Arbeitsgruppe mit 
Hilfe von magnetischen CD19-Antikörpern und einem MACSorter isoliert 
worden. CD19-Antikörper entsprechen dem auf allen B-Lymphozyten 
exprimierten Antigen B4. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten CD20-
Antikörper sind auf der Zelloberfläche von aktivierten B-Lymphozyten 
nachzuweisen. CD20 ist im Laufe der physiologischen B-Zellentwicklung vom 
Stadium der prä-B-Zelle bis zur reifen B-Zelle, nicht jedoch auf Plasmazellen 
nachweisbar und wird bis zu dem Stadium üblicherweise mit dem Antigen CD19 
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koexprimiert. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine CD20-positiv 
markierte Zellsubpopulation im Gegensatz zu CD19-positiven Zellen von einer 
möglichen cosmc-Mutation im Mosaik nicht betroffen ist. 
2. Einordnung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Kontext 
Bislang zeigten aktuelle Studien kontroverse Ergebnisse bezüglich eines 
Zusammenhangs zwischen einer veränderten C1GALT1-Expression be-
ziehungsweise des für die C1GALT1 spezifischen Chaperons cosmc und der 
Entwicklung einer IgAN. 
Trotz eines fehlenden Nachweises einer solchen Mutation sprechen aktuelle 
Studien für eine bedeutende Rolle von cosmc-Veränderungen bei der Ätiologie 
der IgAN: 
Das primäre Charakteristikum der IgAN sind mesangiale Ablagerungen von 
pIgA1-Molekülen, denen auf Grund eines abnormen Glykosylierungsprofils eine 
vermehrte Selbstaggregation und dadurch bedingt eine erhöhte Affinität zu 
mesangialen Zellen nachgewiesen werden konnte [Oortwijn et al., 2006b; 
Kokubo et al., 1998; Hiki et al., 1999]. Die verminderte Glykosylierungsrate ließ 
sich in einen direkten Zusammenhang mit einer verringerten Syntheseaktivität 
der C1GALT1 bringen, die bedingt sein könnte durch eine verminderte 
Expression dieses Enzyms, eine posttranslationale Modifikation oder eine 
Fehlfunktion ihres spezifischen Chaperons cosmc [Qin et al., 2005; Allen et al., 
1997]. Eine posttranslationale Modifikation findet bei der C1GALT1 nicht statt 
[Ju et al., 2002a], so dass die Schlussfolgerung einer verminderten Expression 
der C1GALT1 oder des Chaperons cosmc naheliegt. 
Suzuki et al. wiesen in einer kürzlich veröffentlichten Studie sowohl eine 
verminderte Expression von C1GALT1 als auch von cosmc nach [Suzuki et al., 
2008]. Zudem konnten sie die nachweislich verminderte O-Glykosylierung der 
IgA1-Moleküle nicht nur auf die reduzierte Expression der C1GALT1 und einer 
damit verbundenen reduzierten Enzymaktivität der Galaktosyltransferase 
zurückführen, sondern auch auf eine gesteigerte Expression und Enzymaktivität 
der N-Acetylgalaktosaminyl-spezifischen α2,6-Sialyltransferase (ST6GalNAc) 
[Suzuki et al., 2008]. Die Ergebnisse dieser Studie ließen den Schluss zu, dass 
eine vermehrte Sialisierung des GalNAc der hinge region die dort ebenfalls 
ansetzende IgA1-Glykosylierung inhibiert (vgl. Abbildung 1) [Suzuki et al., 
2008]. 
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In weiteren Untersuchungen zeigte die beobachtete Unterglykosylierung von 
IgA1-Molekülen eine signifikante negative Korrelation zur Expression von 
cosmc in peripheren B-Lymphozyten (CD19-positive Zellen) [Qin et al., 2005]. 
Zudem bestand eine signifikante negative Korrelation zwischen der Expression 
von cosmc und dem klinischen Schweregrad der Proteinurie [Qin et al., 2005]. 
Xu et al. bestätigten eine verminderte IgA1-Glykosylierung vor allem bei 
schweren klinischen Verläufen der IgAN [Xu et al., 2005a]. 
Dennoch werden weitere Analysen benötigt, um festzustellen, ob die 
verminderte Glykosylierung bei IgAN-Patienten konstant ist oder ob sie sich 
über die Zeit verändert [Coppo et al., 2004]. 
In einem jüngsten Befund wurden erstmalig cosmc-Mutationen im Mosaik bei 
Patienten mit einer seltenen Autoimmunerkrankung (Tn-Syndrom), bedingt 
durch eine abnorme Glykosylierung von Zellmembranen, identifiziert [Ju et al., 
2005]. 
Analog zu diesen publizierten Ergebnissen ist bei der ebenfalls durch abnorme 
Glykosylierung geprägten IgAN die Annahme einer ursächlichen Beteiligung 
des cosmc-Gens an der Ätiologie der IgAN konsequent. Die vorliegende Studie 
konnte jedoch eine wesentliche Beteiligung einer cosmc-Mutation bei 
europäischen IgAN-Patienten nicht nachweisen. Die zunächst beobachteten 
genetischen Varianten der cosmc-Sequenz waren nicht reproduzierbar und 
wiesen damit am ehesten auf methodische Artefakte hin. 
Dennoch wäre bei einer langsam progredienten Erkankung wie der IgAN 
nachvollziehbar, dass nur ein kleiner Anteil des IgAs oder nur wenige B-
Lymphozyten abnorme Eigenschaften besitzen und diese in Analysen nur 
schwer nachweisbar wären [Oortwijn et al., 2006b; Barratt et al., 2007; Buck et 
al., 2008]. 
 
Trotz der zuvor genannten Argumente für eine cosmc-Beteiligung an der 
Ätiologie der IgAN sprechen unter anderem die Ergebnisse von Smith et al. 
gegen eine solche Annahme. Smith et al. verglichen die O-Glykosylierung der 
IgA- mit der der IgD-Moleküle, um festzustellen, ob es sich bei der abnormen 
Glykosylierung um einen generellen Defekt der B-Zelllinie handelt [Smith et al., 
2006b]. IgD wird von B-Lymphozyten synthetisiert, die Vorläuferzellen der IgA-
produzierenden Plasmazellen sind. Smith et al. vermuteten, dass, falls eine 
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somatische Mutation bei einem Patienten vorläge, die mit einer abnormen O-
Glykosylierung der IgA-Moleküle in einem Zusammenhang steht, IgD-Moleküle 
erwartungsgemäß ebenfalls von einer solchen Unterglykosylierung betroffen 
sein müssten [Smith et al., 2006b]. Dies konnte jedoch nicht gezeigt werden, da 
zwar eine Unterglykosylierung der IgA-Moleküle, nicht jedoch der IgD-Moleküle 
vorlag. 
Schlussfolgern lässt sich daher lediglich, dass sich der genetische Defekt erst 
im Laufe der B-Zell-Reifung manifestieren könnte und folglich nur IgA-Moleküle 
betroffen wären [Smith et al., 2006b]. Ein Anhalt für eine Keimbahnmutation 
liegt allerdings nicht vor. 
Die Tatsache, dass sich ein genetischer Defekt in der cosmc-Gensequenz 
möglicherweise erst in einem späten Zellstadium (Differenzierung zur 
Plasmazelle) ausprägt, könnte die Ursache dafür sein, dass bei den 
untersuchten CD20-positiven B-Lymphozyten in der vorliegenden Arbeit keine 
genetischen Veränderungen detektiert werden konnten. Im Gegensatz dazu 
hatte die Arbeitsgruppe Qin et al. die verminderte Expression des Chaperons 
cosmc an CD19-positiv markierten B-Lymphozyten nachgewiesen [Qin et al., 
2005]. CD19 wird im Unterschied zu CD20 auch auf Plasmazellen exprimiert. In 
wie weit eine Veränderung der cosmc-Gensequenz in CD19-positiv markierten 
Zellen nachweisbar gewesen wäre, bleibt spekulativ. 
Abgesehen von der unterschiedlichen O-Glykosylierung von IgD- und IgA-
Molekülen bei IgAN-Patienten konnte die Arbeitsgruppe von Smith et al. in einer 
weiteren Studie zeigen, dass bei IgAN-Patienten durchaus normale IgA-
Glykosylierungsmuster nachweisbar waren, sofern die Immunreaktion durch ein 
systemisches Antigen (in dem Fall Tetanustoxin) und nicht durch ein Mukosa-
assoziiertes Antigen ausgelöst wurde [Smith et al., 2006a]. Dahingegen zeigten 
bei einer Mukosa-assoziierten Immunreaktion sowohl IgAN-Patienten als auch 
Kontrollprobanden eine verminderte IgA-Glykosylierung [Smith et al., 2006a; 
Oortwijn et al., 2006b]. Smith et al. nahmen an, dass bei IgAN-Patienten eine 
gestörte Mukosa-assoziierte Immunreaktion vorliegen könnte, die zu einer 
inadäquaten Antigen-Eliminierung und dadurch bedingt zu einer Stimulierung 
des systemischen IgA-Kompartiments mit einem normalen IgA-
Glykosylierungsprofil führen würde [Smith et al., 2006a]. Damit wären die 
gemessenen erhöhten IgA-Serumspiegel sowie der Anteil an 
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unterglykosylierten IgA1-Molekülen abhängig vom Zeitpunkt der Blutentnahme 
[Smith et al., 2006a]. 
Ähnliche Ergebnisse erzielten Barratt et al., die eine Assoziation zwischen 
Mukosainfektionen und Makrohämaturie-Episoden bei IgAN-Patienten zeigen 
konnten [Barratt et al., 2005]. Sie erklärten diese Ergebnisse ebenfalls durch 
eine abnorme Antigenhandhabung in Mukosazellen und einer damit 
verbundenen, abnormen, systemischen IgA-Immunantwort. Zudem sei 
unterglykosyliertes pIgA1 in einigen Immunbereichen die physiologische IgA-
Form, die durch lokale Unterschiede der C1GALT1-Aktivität bedingt sein könnte 
[Barratt et al., 2005]. 
Ebenfalls gegen eine für die Ätiologie der IgAN bedeutsame cosmc-Mutation 
sprechen aktuelle Ergebnisse von Qin et al., die an einem chinesischen 
Kollektiv bestehend aus 65 IgAN-Patienten und 44 Kontrollprobanden keine 
genetische Mutation in der cosmc-Gensequenz ermitteln konnten [Qin et al., 
2008]. Abgesehen von einer erneut nachgewiesenen verminderten Expression 
von cosmc und einer verminderten IgA-Glykosylierung zeigte die Arbeitsgruppe 
von Qin et al. bei in vitro Untersuchungen einen inhibierenden Effekt von 
Lipopolysacchariden (LPS) auf die Genexpression von cosmc [Qin et al., 2008]. 
Lipopolysaccharide, welche als Marker für gramnegative Bakterien gewertet 
werden, könnten im Rahmen einer bakteriellen Infektion  für eine externe 
Suppression der cosmc-Expression verantwortlich sein und dadurch bedingt zu 
einer veränderten IgA1-Glykosylierung führen [Qin et al., 2008]. 
Unterstützung fand die „external suppression“-Hypothese [Qin et al., 2008] 
durch eine weitere Studie: Buck et al. befassten sich mit der O-Glykosylierungs-
aktivität von B-Lymphozyten und der relativen Genexpression von cosmc und 
C1GALT1 in B-Lymphozyten des peripheren Blutes verglichen mit der von B-
Lymphozyten des Knochenmarks [Buck et al., 2008]. Sie konnten keine 
signifikanten Unterschiede in der O-Glykosylierungsaktivität der beiden 
Zellpopulationen sowie zwischen IgAN-Patienten und Kontrollprobanden 
aufzeigen [Buck et al., 2008]. Da jedoch bei IgAN-Patienten eine verminderte 
O-Glykosylierung der IgA1-Moleküle und eine damit positiv korrelierende 
Aktivität der Knochenmarkszellen vorlag, bestärkten Buck et al. die Vermutung, 
dass weitere, von der Genexpression von C1GALT1 und cosmc differierende 
Einflussfaktoren an der Ätiologie der IgAN beteiligt sein könnten [Buck et al., 
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2008]. Zu bedenken gaben Eijgenraam et al. bei dieser Studie, dass sich die 
Ergebnisse ausschließlich auf mRNA-Level und nicht auf Sequenzveränderung 
des cosmc-Gens beschränken sowie dass die Studie bei den Patienten zu 
einem Zeitpunkt durchgeführt wurde, an dem weder eine Makrohämaturie noch 
eine Infektion vorlag [Eijgenraam et al., 2008]. Bedingt durch eine fehlende 
aktive Immunantwort bei den Patienten könnten pathologische Unterschiede in 
der Glykosylierungsaktivität maskiert sein [Eijgenraam et al., 2008]. 
 
Abgesehen von der kontrovers diskutierten IgA-Glykosylierung stehen ebenso 
die mesangialen Ablagerungen als primäres Charakteristikum der IgAN im 
Fokus der Untersuchungen. Viele Studien ermittelten einen Zusammenhang 
zwischen einer strukturellen IgA-Veränderung und einer erhöhten Affinität 
dieser Moleküle zu Mesangiumzellen [u.a. Oortwijn et al., 2006b; Novak et al., 
2005; Novak et al., 2002; Amore et al., 2001; Tomana et al., 1999; Hiki et al., 
1999; Kokubo et al., 1998]. Unabhängig davon konnte experimentell ermittelt 
werden, dass weitere Moleküle, wie beispielsweise abnormes Uteroglobin 
[Zheng et al., 1999], ebenso wie fehlende Sialinreste bei IgA-Molekülen zu 
ähnlichen mesangialen Ablagerungen führen [Xu et al., 2005a]. Demnach 
wären mesangiale Ablagerungen keine unmittelbare Konsequenz von unter-
glykosylierten IgA-Molekülen. Klinische Studien konnten diese Zusammen-
hänge jedoch nicht bestätigen und verwiesen daher auf die zentrale Rolle von 
abnorm glykosylierten IgA1-Molekülen bei der Entstehung der IgAN [Coppo et 
al., 2002]. 
Rifai et al. erkannten neben einer verminderten O-Glykosylierung einen nicht 
weniger maßgeblichen Einfluss von trunkierten N-glykosylierten Seitenketten 
bei IgA-Molekülen. Die Arbeitsgruppe wies für die N-Glykane eine zentrale 
Stellung bei der Erkennung der IgA-Moleküle durch den Asialoglykorezeptor 
und somit für die Eliminierung der IgA-Moleküle nach [Rifai et al., 2000]. Ob 
diese verminderte N-Glykosylierung einen bedeutenderen Einfluss für die 
Entstehung der IgAN darstellt, sollte Inhalt weiterer Studien sein. 
 
Ein weiteres Argument gegen einen genetischen Defekt mit einer 
X-chromosomalen Lokalisation, wie es bei einer cosmc-Mutation der Fall wäre, 
ist die Tatsache, dass bei einer Untersuchung der IgAN-Patienten im 
V. Diskussion     66 
italienischen Valtrompia-Tal zwar ein Überwiegen der männlichen IgAN-
Patienten festgestellt wurde, jedoch auch eine Mann-zu-Mann Weitervererbung 
der IgAN innerhalb einer der untersuchten Familien nachgewiesen werden 
konnte [Bisceglia et al., 2006]. Diese Tatsache lässt sich mit einem 
X-chromosomalen Erbgang nicht vereinbaren. Vielmehr war das ermittelte 
Vererbungsmuster ein autosomal-dominanter Erbgang mit inkompletter 
Penetranz [Izzi et al., 2006]. 
 
Die genannten Daten legen die Vermutung nahe, dass es sich bei der IgAN um 
ein heterogenes Krankheitsbild handeln könnte [Barratt et al., 2005], mit einer 
möglicherweise multifaktoriellen Pathogenese oder einer polygenen Ätiologie. 
Bestätigend für diese Annahme ist die Vielzahl an SNPs, die bislang mit der 
Entstehung der IgAN in Verbindung gebracht werden konnte (detaillierte 
Aufführung: s. II.1.3). 
Die von Narita et al. formulierte „rare variants-common disease“-Hypothese 
könnte somit für diese Erkrankung zutreffend sein, bei der mehrere seltene 
Varianten an der Entstehung einer Erkrankung ätiologisch beteiligt sind [Narita 
et al., 2007]. Bisher konnte für keinen der untersuchten Einflussfaktoren eine 
alleinige Rolle bei der Ätiologie der IgAN nachgewiesen werden. Eher zeigten 
sich bei den Analysen teils divergierende, teils kontroverse Ergebnisse. 
Eine plausible Erklärung dafür wäre, dass die mesangialen Ablagerungen und 
die nachfolgende Einschränkung der Nierenfunktion unterschiedliche Subtypen 
einer Erkrankung oder lediglich die gemeinsame Endstrecke unterschiedlicher 
Erkrankungen sind, bei denen kein übereinstimmender ätiologischer 
Einflussfaktor ermittelt werden kann [Beerman et al., 2007; Bisceglia et al., 
2006; Gharavi et al., 2008; Floege et al., 2000]. 
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VI. Zusammenfassung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss einer möglichen cosmc-
Mutation an der Ätiologie der IgAN zu klären. Die IgAN ist weltweit die häufigste 
Form einer Glomerulonephritis und kann bei einem nicht geringen Anteil der 
Patienten (25 bis 30%) eine terminale Niereninsuffizienz zur Folge haben. Die 
Ätiologie der IgAN ist bislang ungeklärt, jedoch ist die Annahme einer 
genetischen Ursache, begründet durch die familiäre Häufung und die 
geographische Verteilung, naheliegend. 
Bei der IgAN konnte eine verminderte Glykosylierungsrate des IgA1 
nachgewiesen werden, die assoziiert wurde mit einer verringerten 
Enzymaktivität der C1GALT1, welche IgA1-Moleküle an ihrer Gelenkregion 
glykosyliert. Das in der vorliegenden Arbeit molekulargenetisch untersuchte 
Chaperon cosmc ist für die Enzymaktiviät der C1GALT1 essentiell und könnte 
bei einer Fehlfunktion eine reduzierte Enzymaktivität bewirken. 
Aktuelle Erkenntnisse bei dem Tn-Syndrom, einer durch abnorme 
Glykosylierung von Zellmembranen bedingten Autoimmunerkrankung, zeigten 
eine funktionell relevante cosmc-Mutation im Mosaik. In Analogie zu diesem 
Befund richtete sich die Aufmerksamkeit der vorliegenden Untersuchung auf 
das Detektieren einer möglichen cosmc-Mutation im Mosaik. Zu diesem Zweck 
wurde ein europäisches Kollektiv von 39 männlichen IgAN-Patienten 
untersucht, von denen 33 Patienten an einer spontanen, nicht-familiären IgAN 
und sechs Patienten an einer familiären IgAN erkrankt waren. 
 
Im Rahmen dieser Studie wurde erstmalig der gesamte cosmc-Genabschnitt 
sequenziert und auf Varianten analysiert. Da davon auszugehen war, dass eine 
Mutation mit einem geringgradigen Mosaik vorliegen könnte, wurde die Analyse 
durch die Untersuchung mehrerer Klone je Patient zusätzlich sensitiviert. 
Das Ergebnis dieser Analyse ergab insgesamt 201 Abweichungen von der 
Gensequenz, von denen 33 in mehreren Klonen nachweisbar und damit mit 
einer Mutation im Mosaik vereinbar waren. Bei 36% der Patienten konnte der 
bereits bekannte Polymorphismus c.568 T>A ermittelt werden, der in der 
Literatur auch als c.393 T>A bezeichnet wird. 
Da eine Mutation im Mosaik vor allem in den Zellen angelegt sein müsste, die 
bei der IgA-Synthese eine zentrale Stellung einnehmen, wurde für die 
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Bestätigung der beobachteten Varianten von drei der betroffenen Patienten die 
DNA von isolierten CD20-positiven B-Lymphozyten, als Vorläuferzellen der IgA-
produzierenden Plasmazellen, ausgewählt. Die Analyse der B-Lymphozyten-
DNA konnte jedoch keine der zuvor beobachteten Varianten bestätigen. 
Stattdessen wurden während der Analyse weitere, davon abweichende 
Varianten detektiert. Andere Bestätigungsreaktionen bekräftigten daraufhin die 
Vermutung, dass es sich bei den anfangs beobachteten Varianten um 
methodische Artefakte der Amplifizierungsreaktionen handeln könnte. Es ist 
davon auszugehen, dass sich die Artefakte während der 
Amplifizierungsreaktionen bedingt durch eine Ungenauigkeit der Taq-
Polymerase gebildet hatten. Ein Vergleich der somit ermittelten Variationsrate 
dieser Taq-Polymerase mit bereits bekannten Fehlerraten von DNA-
Polymerasen zeigte, dass in dem vorliegenden Fall die Variationsrate um das 
100 fache höher lag. Welcher der Einflussfaktoren die Amplifizierungsreaktion 
derartig beieinträchtigt haben könnte, konnte nicht sicher beantwortet werden. 
Der konstant nachweisbare Polymorphismus zeigte hingegen, dass trotz der 
hohen Rate an Artefakten die Methode zumindest hinsichtlich dieser 
Genvariante ein hohes Maß an Reliabilität und Validität bot. 
Bezüglich der Fragestellung einer vermuteten genetischen Veränderung der 
cosmc-Gensequenz bleibt abschließend festzustellen, dass in dem hier 
vorliegenden Patientenkollektiv (n=39) bei keinem der Patienten eine cosmc-
Mutation sicher detektiert werden konnte, so dass eine wesentliche Beteiligung 
von Mutationen in diesem Gen an der Ätiologie der IgAN ausgeschlossen 
werden kann. 
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1. Klinische Daten zum Patientenkollektiv 
Tabelle 13: Klinische Daten von 29 männlichen, biopsie-gesicherten, nicht-familiären IgAN-
Patienten, die Bestandteil der vorliegenden Studie waren.  
Für vier weitere nicht-familiäre IgAN-Patienten waren die klinischen Daten unvollständig.  
ESRD: End stage renal disease, terminale Niereninsuffizienz.  
*Proteinurie und Kreatinin Clearance beziehen sich nur auf Patienten ohne ESRD. 
 
 gesamt ESRD no ESRD 
Anzahl der Patienten 29 13 16 
 Durchschnitt minimal maximal 
Alter (Jahre) 49 16 78 
Proteinurie (g/24 h)* 1,8 0 6,9 
Kreatinin Clearance (ml/min)* 65 24 122 
 
 
 
2. Gesamtübersicht über beobachtete Varianten  
Tabelle 14: Häufigkeit und Verteilung der Basenpaarsubstitutionen im cosmc-Gen bei 
insgesamt 39 Patienten à 10 Klone 
 
 gesamt nicht-fam. IgAN familiäre IgAN 
Anzahl der Patienten 39 33 6 
Basenpaarsubstitutionen 201 148 53 
Varianten in 1/10 Klone eines 
Patienten 
138 104 34 
Varianten in 2-3/10 Klone 
desselben Patienten 
9 4 5 
5-10 Varianten/ Patient 13 10 3 
>10 Varianten/ Patient 4 2 2 
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Tabelle 15: Gesamtübersicht über beobachtete Varianten im cosmc-Gen bei Patienten mit 
nicht-familiärer IgAN (n=33, NF1 bis 33) und familiärer IgAN (n=6, F1 bis 6). 
Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf den Klon NM_001011551 [gi58532583]. 
Varianten, die bei mehreren Klonen eines Patienten nachweisbar waren, sowie Stopp-Varianten 
sind rot markiert. 
 
Summe aller Varianten: 201 
von denen 167 voneinander verschiedene Varianten sind, die sich aufteilen in: 
134 einfach vorkommende Varianten 
33 mehrfach vorkommende Varianten (32 x zweifach, 1 x dreifach) 
zusätzlich 14 x Polymorphismus c.568 T>A 
 
Codierung allg. Patienten-
bezeichnung 
Nukleotid-
position 
bp-
Variante 
AS- 
Variante 
Bedeutung betroffene 
Klone 
NF1 M 303/03 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.839 C>T Gln222* Stopp Klon 1 
  c.622 T>C Ala149Ala stumm Klon 6 
NF2 M 270/03 c.544 A>G Arg123Arg stumm Klon 2 
  c.675 T>C Phe167Ser  Klon 4 
  c.485 A>G Asn104Asp  Klon 5 
  c.738 T>C Val108Ala  Klon 5 
  c.239 A>G Ile22Val  Klon 7 
  c.713 T>C Tyr180His  Klon 7 
  c.763 A>G Arg196Arg stumm Klon 7 
  c.544 A>G Arg123Arg stumm Klon 9 
NF3 M 251/03 c.953 A>G Thr260Ala  Klon 1 
  c.253 A>G Gly26Gly stumm Klon 3 
  c.312 C>T Ala46Val  Klon 3 
  c.983 T>C Cys270Arg  Klon 4 
  c.1110 C>T Pro312Leu  Klon 4 
  c.631 A>G Glu152Glu stumm Klon 5 
  c.853 C>T Cys226Cys stumm Klon 5 
  c.862 T>C Tyr229Tyr stumm Klon 5 
  c.855 T>C Leu227Pro  Klon 6 
  c.303 A>G His43Arg  Klon 8 
  c.747 A>G Val191Val stumm Klon 8 
  c.512 A>G Met113Val  Klon 9 
NF4 M 2009/02 c.242 A>G Thr23Ala  Klon 2 
  c.834 A>G Asp220Gly  Klon 4 
  c.763 A>G Arg196Arg stumm Klon 6 
NF5 M 1754/02 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.348 A>T Asp58Val  Klon 2 
  c.188 A>G Ser5Gly  Klon 6 
  c.990 C>A Ser272* Stopp Klon 9 
NF6 M 356/03 c.858 A>G Lys228Arg  Klon 3 
NF7 M 314/03 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.547 A>T Lys124* Stopp Klon 6 
  c.210 T>C Val12Ala  Klon 10 
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  c.1102 C>T Phe309Phe stumm Klon 10 
NF8 M 1661/02 c.786 C>A Pro204Gln  Klon 4 
  c.889 A>G Glu235Glu stumm Klon 5 
  c.889 A>G Glu235Glu stumm Klon 8 
  c.249 T>C Leu25Pro  Klon 9 
NF9 M 784/02 c.368 A>C Lys65Gln  Klon 8 
  c.909 T>C Val245Ala  Klon 8 
  c.489 T>C Val105Ala  Klon 9 
  c.617 T>C Phe148Leu  Klon 9 
  c.296 C>T His41Tyr  Klon 10 
NF10 M 786/02 c.403 A>G Lys76Lys stumm Klon 2 
NF11 M 754/02 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.577 A>G Arg134Arg stumm Klon 5 
NF12 M 780/02 c.245 A>G Met24Val  Klon 1 
  c.551 T>C Tyr126His  Klon 2 
  c.348 A>G Asp58Gly  Klon 3 
  c.890 G>A Asp239Asn  Klon 3 
  c.704 G>A Asp177Asn  Klon 7 
NF13 M 782/02 c.792 A>G Lys206Arg  Klon 4 
  c.351 A>T Asp59Val  Klon 8 
  c.545 A>G Lys124Glu  Klon 8 
  c.797 C>T Pro208Ser  Klon 8 
NF14 M 783/02 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.624 T>C Ile150Thr  Klon 1 
NF15 M 542/02 c.1092 C>T Ala306Val  Klon 7 
NF16 M 869/02 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.1035 A>G His287Arg  Klon 8 
  c.357 T>G Met61Arg  Klon 9 
  c.681 T>C Leu169Pro  Klon 9 
  c.615 C>T Thr147Met  Klon 10 
NF17 M 1663/02 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.222 G>A Ser16Asn  Klon 1 
  c.1041 T>C Met289Thr  Klon 1 
  c.998 G>A Ala275Thr  Klon 3 
  c.285 A>G His37Arg  Klon 4 
  c.291 A>G His39Arg  Klon 4 
  c.582 A>G Gln136Arg  Klon 5 
  c.473 T>C Phe100Leu  Klon 6 
  c.212 A>G Met13Val  Klon 7 
  c.606 G>C Arg144Pro  Klon 7 
NF18 M 1602/02 c.490 T>C Val105Val stumm Klon 2 
  c.600 T>C Leu142Pro  Klon 3 
  c.259 T>C Ile28Ile stumm Klon 4 
  c.419 T>C Leu82Pro  Klon 4 
  c.402 A>G Lys76Arg  Klon 5 
  c.601 T>A Leu142Leu stumm Klon 5 
  c.280 A>G Arg35Arg stumm Klon 8 
  c.381 T>C Val69Ala  Klon 10 
NF19 M 238/03 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
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  c.516 A>T Asp114Glu  Klon 1 
  c.371 A>G Ser66Gly  Klon 3 
  c.995 A>G Met274Val  Klon 3 
  c.872 T>C Phe233Leu  Klon 4 
  c.802 A>G Glu209Glu stumm Klon 8 
  c.953 A>G Thr260Ala  Klon 10 
  c.796 T>C Cys207Cys stumm Klon 10 
NF20 M 355/03 c.1122 A>G Asp316Gly  Klon 1 
  c.1040 A>G Met289Val  Klon 5 
  c.263 A>G Ile30Val  Klon 6 
  c.736 T>C Ile187Ile stumm Klon 6 
  c.1101 T>C Phe309Ser  Klon 6 
  c.459 A>G Asp95Gly  Klon 7 
  c.189 G>A Ser5Asn  Klon 9 
  c.639 A>G Lys155Arg  Klon 9 
  c.274 A>G Gly33Gly stumm Klon 10 
NF21 M 472/03 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.678 A>G Tyr168Cys  Klon 1 
  c.654 A>G Lys160Arg  Klon 6 
  c.656 A>G Lys161Glu  Klon 6 
  c.1093 A>G Ala306Ala stumm Klon 6 
  c.508 T>C Ile111Ile stumm Klon 7 
  c.1022 C>T Pro283Ser  Klon 7 
  c.1002 T>C Val276Ala  Klon 7 
  c.657 A>T Lys161Met  Klon 8 
  c.401 A>G Lys76Glu  Klon 8 
NF22 M 966/02 c.895 T>C Ala240Ala stumm Klon 6 
  c.977 G>A Glu268Lys  Klon 8 
  c.827 T>C Ser218Pro  Klon 8 
NF23 M 313/03 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-6, 8-10 
  c.685 C>T Gly170Gly stumm Klon 2 
  c.574 T>G Tyr133* Stopp Klon 3 
  c.444 G>A Trp90* Stopp Klon 4 
  c.547 A>C Lys124Asn  Klon 8 
  c.547 A>G Lys124Lys stumm Klon 9 
  c.1000 T>C Ala275Ala stumm Klon 9 
  c.985 T>C Cys270Cys stumm Klon 10 
NF24 M 1975/02 c.275 A>G Asn34Asp  Klon 5 
  c.606 G>A Arg144His  Klon 5 
NF25 M 1662/02 c.244 T>A Thr23Thr stumm Klon 7 
NF26 M 1603/02 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 2 
  c.210 T>C Val12Ala  Klon 2 
  c.1102 C>T Phe309Phe stumm Klon 2 
  c.1085 A>G Asn304Asp  Klon 6 
NF27 M 1510/02 c.1132 A>G *319Trp  Klon 1 
  c.256 C>T His27His stumm Klon 3 
  c.1046 A>G Tyr291Lys  Klon 3 
  c.664 A>C Pro163Pro stumm Klon 4 
  c.1002 T>C Val276Ala  Klon 4 
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  c.895 T>C Ala240Ala stumm Klon 5 
  c.925 T>C Ser250Ser stumm Klon 5 
  c.957 A>G Tyr261Cys  Klon 6 
  c.727 A>G Glu184Glu stumm Klon 7 
  c.1034 A>G Met290Val  Klon 7 
  c.392 A>G Ile73Val  Klon 8 
NF28 M 1461/03 c.518 A>G Thr115Ala  Klon 6 
  c.627 T>C Ile151Thr  Klon 6 
  c.311 G>A Ala46Thr  Klon 8 
  c.1122 A>G Asp316Gly  Klon 9 
NF29 M 1459/03 c.624 T>C Ile150Thr  Klon 1 
  c.745 T>C Ser190Ser stumm Klon 1 
  c.984 T>C Cys270Arg  Klon 3 
  c.541 G>A Met122Ile  Klon 5 
  c.884 G>A Ala237Thr  Klon 6 
  c.1019 A>G Thr282Ala  Klon 9 
NF30 M 382/03 c.476 A>G Ser101Gly  Klon 2 
  c.396 T>C Leu74Pro  Klon 7 
  c.562 C>T Ala129Ala stumm Klon 7 
  c.812 A>G Met213Val  Klon 8 
NF31 M 2116/01 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
NF32 M 302/03 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.1087 A>G Asn304Ser  Klon 4 
  c.1043 A>G Met290Val  Klon 7 
  c.727 A>G Glu184Glu stumm Klon 7 
NF33 M 383/03 c.833 G>A Asp220Asn  Klon 1 
  c.833 G>A Asp220Asn  Klon 3 
  c.897 A>G Asp241Gly  Klon 5 
  c.266 G>A Gly31Ser  Klon 8 
F1 fam 138 c.333 T>C Leu53Ser  Klon 2 
  c.707 C>T Leu178Phe  Klon 2 
  c.1012 T>C Asn279Asn stumm Klon 2 
  c.333 T>C Leu53Ser  Klon 5 
  c.218 G>A Gly15Arg  Klon 5 
  c.362 C>T Leu63Phe  Klon 5 
  c.707 C>T Leu178Phe  Klon 5 
  c.1012 T>C Asn279Asn stumm Klon 5 
  c.792 A>G Lys206Arg  Klon 6 
  c.1040 A>G Met289Val  Klon 6 
  c.761 A>G Arg196Gly  Klon 8 
  c.369 A>G Lys65Arg  Klon 9 
  c.1107 C>T Pro311Leu  Klon 9 
  c.209 G>A Val12Met  Klon 10 
  c.1029 A>G Gln285Arg  Klon 10 
F2 fam 779 c.812 A>G Met213Val  Klon 2 
  c.947 G>A Ala258Thr  Klon 6 
  c.325 A>G Glu50Glu stumm Klon 7 
  c.433 A>G Val86Val stumm Klon 7 
  c.527 A>G Met118Val  Klon 9 
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  c.379 A>G Arg68Arg stumm Klon 10 
  c.484 A>G Glu103Glu stumm Klon 10 
  c.796 T>C Cys270Cys stumm Klon 10 
  c.902 A>G Lys243Glu  Klon 10 
F3 fam 1449 c.253 A>G Gly26Gly stumm Klon 2 
  c.1126 T>C Asn317Asn stumm Klon 2 
  c.188 A>G Ser5Gly  Klon 3 
  c.862 T>C Tyr229Tyr stumm Klon 3 
  c.409 A>G Lys78Lys stumm Klon 5 
  c.518 A>G Thr115Ala  Klon 7 
  c.343 A>G Ser56Ser stumm Klon 10 
F4 fam 1519 c.765 T>C Leu197Pro  Klon 2 
  c.915 A>G Asn247Ser  Klon 3 
  c.255 A>G His27Arg  Klon 5 
  c.779 A>G Asn202Asp  Klon 6 
  c.1006 T>C Thr277Thr stumm Klon 7 
  c.656 A>G Lys161Glu  Klon 8 
  c.840 A>G Gln222Arg  Klon 8 
  c.1006 T>C Thr277Thr stumm Klon 10 
F5 fam 1741 c.568 T>A Asp131Glu  Klon 1-10 
  c.935 T>C Ser254Pro  Klon 2 
  c.711 A>G Glu179Gly  Klon 3 
  c.1103 T>C Leu310Leu stumm Klon 3 
  c.679 T>C Tyr168Tyr stumm Klon 4 
  c.264 T>C Ile30Thr  Klon 5 
  c.551 T>C Tyr126His  Klon 5 
  c.935 T>C Ser254Pro  Klon 6 
  c.855 T>C Leu227Pro  Klon 7 
  c.1076 C>T His301Tyr  Klon 7 
  c.592 G>A Trp139* Stopp Klon 8 
F6 fam 2024 c.979 A>G Glu268Glu stumm Klon 1 
  c.611 A>G Thr146Ala  Klon 2 
  c.212 A>G Met13Val  Klon 6 
  c.963 C>T Pro263Leu  Klon 8 
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3. Verteilung der bei den Varianten beteiligten Basen 
Tabelle 16: Verteilung der Basensubstitutionen bei den beobachteten Varianten 
bp-Variante Anzahl Prozent 
A>G 91x 45,0% 
T>C 58x 28,7% 
C>T 20x 9,9% 
G>A 18x 8,9% 
A>T 5x 2,5% 
T>A 2x 1,0% 
A>C 3x 1,5% 
C>A 2x 1% 
T>G 1x 0,5% 
G>T - - 
G>C 1x 0,5% 
C>G - - 
Substitution von 
komplementären Basen 
187x 93% 
Substitution von nicht-
komplementären Basen 
14x 7% 
 
Erläuterungen zu Tabelle 16:  
Adenin (A) und Guanin (G) sind Purinbasen und werden ebenso wie Cytosin (C) und Thymin 
(T), die Pyrimidinbasen sind, als komplementär bezeichnet. Bei der Verteilung wurde der 
Polymorphismus (c.568 T>A bei n=14 Patienten) nicht berücksichtigt; 0,5% Rundungsfehler. 
4. Übersicht über Varianten in der isolierten B-Lymphozyten-DNA von 
3 Patienten mit nicht-familiärer IgAN 
Tabelle 17: Übersicht über beobachtete Varianten in der aus B-Lymphozyten isolierten DNA 
von den Patienten NF5 (BL5), NF23 (BL23) und NF33 (BL33). 
Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf den Klon NM_001011551 [gi58532583]. 
Patientencodierung Nukleotidposition bp-Variante AS-Variante betroffene Klone 
BL5 c.568 T>A Asp131Glu Klon 1-10 
 c.632 A>G Asn153Asp Klon 1 
 c.922 A>G stumm Klon 1 
 c.791 A>G Lys206Glu Klon 1 
 c.1001 G>A Val276Ile Klon 3 
 c.194 T>C Ser7Pro Klon 5 
BL23 c.568 T>A Asp131Glu Klon 1-10 
 c.1128 A>G Asp318Gly Klon 5 
 c.874 T>C stumm Klon 7 
 c.632 A>G Asn153Asp Klon 8 
 c.1036 T>C stumm Klon 9 
BL33 c.292 T>C stumm Klon 1 
 c.624 T>C Ile150Thr Klon 1 
 c.369 A>G Lys65Arg Klon 2 
 c.533 T>C stumm Klon 2 
 c.579 A>G Asp135Gly Klon 7 
 c.197 T>C Phe8Leu Klon 7 
 c.1011 A>G Asn279Ser Klon 8 
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5. Nukleotidsequenz cosmc 
Die Nukleotidsequenz des cosmc-Gens (core 1 ß3-Gal-T-specific molecular 
chaperone, C1GALT1C1) entstammt der GenBank des National Center for 
Biotechnology Information ncbi (www.ncbi.nlm.nih.gov). Das Gen ist auf dem 
X-Chromosom (Xq23) lokalisiert. Die Basenabfolge entspricht der mRNA des 
cosmc-Gens [gi58532583, NM_001011551]. Der codierende Abschnitt ist 957 
bp lang, befindet sich zwischen den Nukleotidpositionen c.176 bis c.1132 
(Nukleotide sind unterstrichen) und codiert für 318 Aminosäuren. Beschrieben 
wurde die Sequenz erstmalig von den Autoren Ju und Cummings [Ju et al., 
2002b]. Der Polymorphismus c.568 T>A D131E ist an der Position 568 
lokalisiert (gelb markiert). 
 
1    gccttcgcgg cgctcgtttc ctggcgctcc ccacctttag cgagaccaac gagagaacac 
61   cgcctgcagc tagaacagcc tggtcaggag cgtaacggag tggtgcgcca acgtgagagg 
121  aaacccgtgc gcggctgcgc tttcctgtcc ccaagccgtt ctagacgcgg gaaaaatgct 
181  ttctgaaagc agctcctttt tgaagggtgt gatgcttgga agcattttct gtgctttgat 
241  cactatgcta ggacacatta ggattggtca tggaaataga atgcaccacc atgagcatca 
301  tcacctacaa gctcctaaca aagaagatat cttgaaaatt tcagaggatg agcgcatgga 
361  gctcagtaag agctttcgag tatactgtat tatccttgta aaacccaaag atgtgagtct 
421  ttgggctgca gtaaaggaga cttggaccaa acactgtgac aaagcagagt tcttcagttc 
481  tgaaaatgtt aaagtgtttg agtcaattaa tatggacaca aatgacatgt ggttaatgat 
541  gagaaaagct tacaaatacg cctttgataa gtatagagac caatacaact ggttcttcct 
601  tgcacgcccc actacgtttg ctatcattga aaacctaaag tattttttgt taaaaaagga 
661  tccatcacag cctttctatc taggccacac tataaaatct ggagaccttg aatatgtggg 
721  tatggaagga ggaattgtct taagtgtaga atcaatgaaa agacttaaca gccttctcaa 
781  tatcccagaa aagtgtcctg aacagggagg gatgatttgg aagatatctg aagataaaca 
841  gctagcagtt tgcctgaaat atgctggagt atttgcagaa aatgcagaag atgctgatgg 
901  aaaagatgta tttaatacca aatctgttgg gctttctatt aaagaggcaa tgacttatca 
961  ccccaaccag gtagtagaag gctgttgttc agatatggct gttactttta atggactgac 
1021 tccaaatcag atgcatgtga tgatgtatgg ggtataccgc cttagggcat ttgggcatat 
1081 tttcaatgat gcattggttt tcttacctcc aaatggttct gacaatgact gagaagtggt 
1141 agaaaagcgt gaatatgatc tttgtatagg acgtgtgttg tcattatttg tagtagtaac 
1201 tacatatcca atacagctgt atgtttcttt ttcttttcta atttggtggc actggtataa 
1261 ccacacatta aagtcagtag tacattttta aatgagggtg gtttttttct ttaaaacaca 
1321 tgaacattgt aaatgtgttg gaaagaagtg ttttaagaat aataattttg caaataaact 
1381 attaataaat attatatgtg ataaattcta aattatgaac attagaaatc tgtggggcac 
1441 atatttttgc tgattggtta aaaaatttta acaggtcttt agcgttctaa gatatgcaaa 
1501 tgatatctct agttgtgaat ttgtgattaa agtaaaactt ttagctgtgt gttcccttta 
1561 cttctaatac tgatttatgt tctaagcctc cccaagttcc aatggatttg ccttctcaaa 
1621 atgtacaact aagcaactaa agaaaattaa agtgaaagtt gaaaaa 
// 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
A   Adenin, Purinbase 
ABP   Agarose-Blau-Puffer 
ACE   angiotensin converting enzyme, Angiotensin konvertierendes Enzym 
Ala   Alanin, nicht-essentielle Aminosäure 
Aqua dest.  lat. aqua destillata, destilliertes Wasser 
Arg   Arginin, semi-essentielle Aminosäure 
AS   Aminosäure 
ASGP-R  Asialoglykoprotein-Rezeptor 
Asn   Asparagin, nicht-essentielle Aminosäure 
Asp   Asparaginsäure, nicht-essentielle Aminosäure 
bp   Basenpaar(e) 
BSA   bovine serum albumin, Rinder-Serumalbumin 
B-Zellen  B-Lymphozyten 
bzw.   beziehungsweise 
°C   Grad Celsius, Temperatur 
C   Cytosin, Pyrimidinbase 
C1GALT1  core 1 ß3-Galaktosyltransferase (kursiv geschrieben, wenn es sich um 
die Gensequenz C1GALT1 handelt) 
C3   Komplementfaktor, Protein des Komplementsystems 
CD   cluster of differentiation, Differenzierungsmarker auf Zelloberflächen 
CH1- CH3  konstante Domänen der Immunglobuline, Bindungsstelle des 
Komplementsystems 
cosmc  C1GALT1-specific molecular chaperone, C1GALT1C1 (kursiv 
geschrieben, wenn es sich um die Gensequenz cosmc handelt) 
cosmc1-4  Primer für die Genabschnitte cosmc1-4 
Cys   Cystein, nicht-essentielle Aminosäure 
d   Vervielfältigungsindex 
D   Symbol für unspezifische Nukleinbasen: nicht C (G, A oder T) 
ddNTP   Didesoxyribonukleosidtriphosphat (für die Sequenzierung nach Sanger) 
Deep Vent  lat. Pyrococcus species GB-D, thermophiles Archaebakterium 
dIgA   dimeres IgA 
D.m.   Diabetes mellitus 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E.coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
et al.   lat. et alii, und andere 
etc.   lat. et cetera, und Übrige 
F1-6   Codierung der sechs Patienten mit familiärer IgAN 
FACS   fluorescence activated cell sorting, Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 
Fc-Ende  Fc-Rezeptor-Bindungsstelle der Immunglobuline zur Opsonierung 
FcR   Fc-Rezeptor 
FITC   Fluoreszenz-Isothiocyanat 
FSC   forward scatter, Vorwärtsstreulicht beim FACS 
g   Fallbeschleunigung, Einheit: Meter je Quadratsekunde [m/s²] 
g   Gramm; Masse 
G   Guanin, Purinbase 
Gal   Galaktose 
GalNAc   N-Acetylgalaktosamin 
GC-Anteil  Guanin-Cytosin-Anteil 
GFR   glomeruläre Filtrationsrate, Einheit: Milliliter je Minute [ml/min] 
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Glu   Glutaminsäure, nicht-essentielle Aminosäure 
Gln   Glutamin, nicht-essentielle Aminosäure 
GN   Glomerulonephritis 
Gly   Glycin, nicht-essentielle Aminosäure 
h   Stunde 
HAA-IgA  Lektin der Helix aspersa aspersa (lat.: gefleckte Weinbergschnecke) 
bindet galaktosedefizientes IgA 
HBSS   Hank´s buffered salt solution, Hank´s Salzlösung 
HCl   Chlorwasserstoff, Salzsäure 
Hepes-Puffer  4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure 
HH-Puffer  Hepes-Puffer + HBSS-Puffer + 0,5% BSA 
His   Histidin, semi-essentielle Aminosäure 
H2O   Wasser 
IgA   Immunglobulin A 
IgD   Immunglobullin D 
IgAN   IgA Nephropathie 
IgG   Immunglobulin G 
IgM   Immunglobulin M 
IL   Interleukine 
Ile   Isoleucin, essentielle Aminosäure 
IPTG   Isopropylthiogalactopyranosid 
i.S.   im Serum 
k   Anzahl der Klone 
kb   Kilo-Basen 
kD   Kilo-Dalton, atomare Masseneinheit 
LacZ   ß-Galaktosidase-Gen 
Lac-Selektion „Blau-Weiß-Selektion“, Selektion von rekombinanten Bakterienkolonien 
mit Hilfe des LacZ-Gens 
LB-Medium  lysogeny broth, Nährmedium 
LBA-Medium  lysogeny broth with ampicillin 
Leu   Leucin, essentielle Aminosäure 
LPS   Lipopolysaccharide, Marker für gramnegative Bakterien 
LOD-Score  logarithm of the odds, Indikator für Genkopplung (wenn LOD>3) 
log   Logarithmus 
Lys   Lysin, essentielle Aminosäure 
MACS   magnetic cell separation, magnetische Zellseparation 
MC   Mesangiumzellen 
Met   Methionin, nicht-essentielle Aminosäure 
mf   mutant frequency, Anzahl der Varianten 
mg/ µg   Milligramm/ Mikrogramm, Masse 
min   Minute 
ml/ µl   Milliliter/ Mikroliter, Volumen 
mM/ µM  Millimol/ Mikromol, Stoffmenge 
mmHg   Millimeter-Quecksilbersäule, Einheit des Drucks 
mRNA   messenger-Ribonukleinsäure 
n   Anzahl 
ncbi   National Center for Biotechnology Information 
NeuNAc  N-Acetylneuraminsäure, Sialinsäure 
NF1-33   Codierung der 33 Patienten mit nicht-familiärer IgAN 
NK-Zellen  natürliche Killerzellen, gehören zu den Lymphozyten 
nm   Nanometer, Länge 
NPV   negative predictive value, negativer Vorhersagewert 
NSAR   nichtsteroidales Antirheumatikum 
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o.ä.   oder ähnliches 
OD   optical density, Optische Dichte 
p.a.  lat. pro analysi, „für die Analyse“, Klassifikation der Reinheitsstufe von 
Chemikalien 
PAA   PBS ohne Calcium und Magnesium 
PBMC  peripheral blood mononuclear cell, peripher-venöse mononukleäre Zelle 
PBS   phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
PCR   polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 
Pfu   lat. Pyrococcus furiosus, ein thermophiles Archaebakterium 
pH-Wert  negativer dekadischer Logarithmus der H+-Ionen-Konzentration, 
(Säuregrad) 
pIgA   polymeres IgA 
Phe   Phenylalanin, essentielle Aminosäure 
PPV   positive predictive value, positiver Vorhersagewert 
Primer F  Primer forward 
Primer R  Primer reverse 
Pro   Prolin, nicht-essentielle Aminosäure 
rpm   rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
RT   Raumtemperatur 
s./ s.o.   siehe/ siehe oben 
SC-Kette  sekretorische Komponente des IgAs 
SD  standard deviation, Standardabweichung, Maß für die Streuung von 
Werten in der Stochastik 
sec   Sekunde 
Ser   Serin, nicht-essentielle Aminosäure 
sIgA   sekretorisches IgA 
SNP  single nucleotide polymorphism, Variation von einzelnen Basenpaaren 
S.O.B.-Medium  super optimal broth, Nährmedium 
S.O.C.-Medium  mit Glucose versetztes Derivat des S.O.B.-Mediums 
SSC   side scatter, Seitwärtsstreulicht 
ST6GalNAc  N-Acetylgalaktosaminyl-spezifische α2,6-Sialyltransferase 
T   Thymin, Pyrimidinbase 
TA   annealing temperature, Anlagerungs-Temperatur 
Taq  lat. Thermophilus aquaticus, gramnegatives thermophiles Bakterium 
TBE-Puffer  Tris-Base + Borsäure + EDTA 
TE-Puffer  Tris-HCl + EDTA 
Thr   Threonin, essentielle Aminosäure 
Trp   Tryptophan, essentielle Aminosäure 
Tyr   Tyrosin, nicht-essentielle Aminosäure 
U   Unit, Einheit der Enzymaktivität 
u.a.   unter anderem 
UV-Licht  ultraviolettes Licht 
V   Volt, elektrische Spannung 
Val   Valin, essentielle Aminosäure 
V-Domäne  variable Domäne der Immunglobuline, Antigenbindungsstelle 
Vent   lat. Thermococcus litoralis, thermophiles Archaebakterium 
VR   Variationsrate 
X-Gal   5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galaktopyranosid 
Y   Symbol für unspezifische Nukleinbasen: Pyrimidine (C oder T) 
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